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Uber die Milchsiuregarung. V. 
Von 
Artturi I. Virtanen und H. Karstrim. 


Mit 3 Figuren im Text. 


Aus dem Laboratorium der Butterexportgeselischaft Valio m. b. H., Helsinki.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5, Dezember 1927.) 


I. Ist die Garung mit Trockenpraparat vom B. casei « an 
lebende Zellen gebunden? 


In den letzten Zeiten ist die Frage, ob die Girung ohne 
lebende, vermehrungsfihige Zellen méglich ist, wieder lebhaft 
erdrtert worden. Von der ‘'atsache ausgehend, daB Trocken- 
hefe stets lebende Zellen enthailt und daB sie keine nennens- 
werte Girung in Gegenwart von Protoplasmagiften hervorruft, 
kommt 8S. Kostytschew?) zu dem SchluB, daB die alkoholische 
Girung stets — auch in den Hefesiiften — an die lebenden 
Zellen gebunden ist. Obwohl diese SchluBfolgerung schon 
durch die Erfahrungen mit Hefesiften abzulehnen ist”), scheint 
es jedoch erwihnenswert zu sein, daB die Unabhiingigkeit der 
Giirung und zwar der Milchsiuregiirung von den lebenden 
Zellen schon mit Trockenpriiparat von einem Milchsiure- 
bakterium, B. casei «, exakt zu beweisen ist. 

Schon frither hat der eine von uns berichtet, daB die 
Trockenpraparate von B. casei « auch in Gegenwart von Toluol 
eine starke Milchsiuregiirung hervorrufen. Aus dem reichen 
Versuchsmaterial sei hier als Beispiel der folgende Versuch 
angefiihrt. 


') Diese Zs. Bd. 168, S. 244 (1927). 
*) Vel. Kluyver u. Struyk, Diese Zs. Bd. 170, S. 110 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXIV. 1 
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Tabelle 1. 


20 cem m/2-Phosphatlésung von p;, = 6,4, 1,0 g Glucose, 1 g Trocken- 
priparat und 1 cem Toluol. t = 42°. 








Zeit in | Glucose in mg | Mg,P,0, in mg 
Stunden per 1 ecm per 1 ecm 

0 40,2 55,6 

2.5 26,2 49,2 

5,5 12,4 41,2 

8,5 10,3 43.8 

21 8,8 50,2 

48 Spuren 56,0 








Diese und andere Versuchsserien, aus welchen uw. a. 
geschlossen wurde, daB die Milchsiuregirung iiber das Hexose- 
phosphat verliuft, beweisen, daB die Garung auch wihrend 
langerer Zeit durch Toluol nicht gehemmt wird. Die Ver- 
zogerung der Girung, welche in dem obigen Versuch zu 
beobachten ist, berulht hauptsichlich auf der Erhéhung der 
Wasserstoffionenkonzentration (vgl. Tab. 2). 

Nun enthalt das Trockenpriparat noch bedeutende Mengen 
vermehrungsfahige Zellen und die Annahme, daB die Girung 
auf diese Zellen zuriickzufiihren ist, kann man ohne genaue 
Bestimmungen nicht ausschlieBen. Das um so weniger, als 
der eine von uns’) schon friiher festgestellt hat, daB das 
Bakterienwachstum in Milch durch Toluol nicht total ge- 
hemmt wird. 

Die Bestimmungen, welche wir zur Aufklarung der Frage 
ausgefiihrt haben, zeigten nun alle iibereinstimmend, daB in 
unserer Girliésung nach 1'/, Stunden keine vermehrungsfaihigen 
Zellen mehr vorkommen. Nach !/, und bisweilen auch nach 
1 Stunde, waren noch so viel lebende Casei-Bakterien vorhanden, 
daB eine Platinédse aus der Garlésung sterile Milch im Probe- 
rohrchen wihrend 24—50 Stunden bei 42° zum Koagulieren 
brachte. Nach 17/, Stunden wurde die mit Girlésung ge- 
impfte Milch dagegen niemals auch nach wochenlangem Stehen 
bei 42° koaguliert. Weil nun die Garung auch nach 20 Stunden 


1) Virtanen, Diese Zs. Bd. 137, S. 1 (1924). 
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und langer sich fortsetzt, koénnen wir konstatieren, daB die 
Gairungsfihigkeit des Trockenpriparates der Casei- 
Bakterien nicht an die lebenden Zellen gebunden ist 

Durch weitere Versuche haben wir dann bestimmt, in 
welchem Grad die Girung mit Trockenpriparat durch Toluol 
beeinfluBt wird. Es ist nimlich moéglich, daB das Trocken- 
priparat ohne Toluol wegen seinen lebenden Zellen viel 
energischer als in Gegenwart von Toluol vergirt. 


Tabelle 2. 


20 cem m/4-KNa-Phosphatpuffer von py = 6,4 + 0,5 g Glucose + 
0,6 g ster. Kreide + 0,7 g Trockenpriparat I. 





Mit 1 ecm 
Ohne Toluol ne 
Zeit in Yoluol 
Stunden me 
Glucose in mg | Glucose in mg 
per 2 cem per 2 cem 
0 46,4 46,4 
1 39,8 39,8 
2 32,3 32,9 
3,5 21,8 23.4 
5 6,4 8,5 








Tabelle 38. 


20 com m/4-KNa-Phosphatpuffer von p,, = 6,4 + 0,5 g Glucose + 
0,6 g ster. Kreide + 0,7 g Trockenpraparat II. 








Mit 
Ohne Toluol alit 1 com 
Zeit in Toluol 
Stunden Glucose in mg | Glucose in mg 
per 2 cem per 2 ccm 
0 45,9 45,9 
6 33,5 87,7 
11 16,0 30,2 
24 0,0 19,2 








Wir finden, daB bei dem ersten Versuch (Tab. 2) Toluol 
die Girung nur unbedeutend gehemmt hat, woraus man 
schlieBen darf, daB die lebenden Zellen im Trockenpriparat 

1* 








4 Artturi I. Virtanen und H. Karstrém, 


keine gréSere Bedeutung haben. Aus den spiter zu er- 
wihnenden Versuchen geht nimlich hervor, daB die Girung 
der normalen, lebenden Zellen durch Toluol schnell ge- 
hemmt wird. 

Aus dem zweiten Versuch (T'ab. 3), bei welchem ein 
Trockenpriparat von viel kleinerer Aktivitit in Anwendung 
kam, konnte man schlieBen, daB in diesem Fall Toluol die 
Girung stirker verzégert hat. Die Zahlen in den beiden 
Kolumnen sind hier jedoch nicht miteinander vergleichbar, 
denn wihrend der verhiltnismiBig langen Versuchsdauer ist 
eine fremde Infektion der Girlésung ohne Toluol wahrschein- 
lich. Man sieht, da8 die Garung ohne Toluol nach 6 Stunden 
beschleunigt wird, woraus man auf eine fremde Infektion 
schlieBen kann. Es scheint jedoch, als ob in der mit Toluol 
versetzten Girlésung in diesem Falle schon wihrend der ersten 
Stunden eine kleinere Hemmung hervortritt. 

Die Trockenzellen von B. casei ¢ haben noch eine nicht 
unbedeutende Girungsfaihigkeit im Vergleich zu den lebenden, 
normalen Zellen. Aus unseren friiheren Bestimmungen’) mit 
lebenden Casei-Bakterien kann man berechnen, daB 100 Millionen 
lebende Zellen 2,7 mg Glucose in 1 Stunde vergiiren. Nach 
der Tab. 4 des Kap. I] der vorliegenden Arbeit hat 0,8 ¢ 
Trockenpriparat 281 mg Glucose in 3 Stunden gespalten. Nun 
enthilt 1 g Trockenpriparat von unserem B. casei « etwa 
120 Milliarden Zellen. 100 Millionen Trockenzellen haben 
also in 1 Stunde 0,1 mg Glucose vergoren. Die Géarungs- 
fihigkeit der. getrockneten Zellen ist folglich etwa 3,7°/, von 
derjenigen der lebenden Zecllen., 

Die verschiedenen Milchsaéurebakterien verhalten sich gegen 
Toluol verschieden. Mit Trockenpraiparate von Streptococcus 
lactis hat der eine von uns”) z. B. keine sichere Milchsiure- 
bildung in Gegenwart von Toluol gefunden. Aus den Ver- 
suchen von Buchner kann man schlieBen, daB das Trocken- 
priparat von B. Delbriickii in Gegenwart von Toluol auch 


1) Virtanen u. Karstrém, Chem. Ber. Bd. 59, S. 45 (1926). 
*) Virtanen, Diese Zs. Bd. 143, S. 71 (1925). 
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ziemlich inaktiv ist. Nach Buchner?) wurde nimlich mit 
10g Dauerpraparat von B. Delbriickii nur 1,25g Milchsiure 
wihrend 6 Tagen gebildet. Vergleicht man diese Milchsiiure- 
bildung mit derjenigen, welche unsere 'l'rockenpriparate hervor- 
rufen, so finden wir, daB das Trockenpriiparat von B. casei « 
von ganz anderer Aktivitéit ist. Im besten Falle haben wir 
mit 1 g ‘Trockenpraparat 1,25 g Milchsiure wahrend 20,5 Stunden 
erhalten. 

AnschlieBend an die Versuche mit Trockenpriparaten sei 
hier noch iiber einige Versuche, welche die Einwirkung von 


Tabelle 4. 





Mit Toluol Okne Tolucl 
Zeit |NaOQH Zeit | NaOH 
in | in Bemerkungen in | in | Bemerkungen 
| ™ 
Min. | cem | Min. | cem 
5 | 0,52 Eine Platinése 5 0,60 Eine Platinése 
brachte die Mileh brachte die Milch 
| bei 42° nach 20 Stdn. bei 42° nach 16 Stdn. 
| zum Koagulieren zum Koagulieren 
10 | 0,84 Eine Platinése 10 0.58 dsgl. 
| brachte die Milch 
! 
| nach 24 Stdn. zum 
: Koagulieren 
i5 | 0,14 ' Eine Platindse 15 0,56 dsgl, 
| brachte die Milch 
nach 40 Stdn, zum | 
Koagulieren : 
30 | 0,13 | Nach 20 Min. waren 20 0.56 dsgl. 
| die Bakterien schon 
cetétet. Die Mileh 
| wurde auch nach 
6 Tagen nicht koagu- 
| liert ; 
a0 | 0,14 25 O,5¢ dsgl 
90 | 0,14 30 0.54 deal 
600 | 0,10 = 35 0.54 dsg]l 
| 
1260 | 0,07 | _ Pees ae = 
2000 | — | Farbe unverindert —~ — — 





!) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 349, 8. 125 (1906). 
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Toluol auf die Girungsfahigkeit der normalen, lebenden Zellen 
von B. casei « behandeln, berichtet. 

Aus mehreren Versuchsserien geht iibereinstimmend hervor, 
daB die Garfaihigkeit der lebenden Zellen durch Toluol schnell 
abnimmt, daB aber noch zu der Zeit, wenn es keine ver- 
mehrungsfihige Zellen mehr in der Girlisung gibt, eine 
schwichere Milchsiuregirung festzustellen ist. Wir fiihren 
hier eine Versuchsserie ein. (Tab. 4.) 

Zwei Proberdhrehen wurden mit je 20 cem 2,5°/,iger Glucoselésung 
und 10 cem einer B. casei e-Suspension beschickt, wonach zu beiden 
Réhrechen 10 Tropfen Bromkresolpurpur und dann n/2-NaOH bis zu 
deutliche Violettfiirbung, welche bei p;,=6,2 eintritt, hinzugefiigt wurde. 
Die Temperatur der Girlésungen war 45°. Der einen wurde 1 ccm 
Toluol zugesetzt, der anderen nicht. Die Milchsiiurebildung wurde durch 
Titration bei 45° verfolgt. Durch Impfen mit einer Platindse aus den 
Girlésungen in steriler Milch in Proberéhrchen, welche dann bei der 


optimalen Wachstumstemperatur (42°) aufbewahrt wurden, bestimmten 
wir, ob lebende Zellen noch in der Girlésung zu finden waren. 


II. Die Abhangigkeit der Garung mit Trockenbakterien 
von der Wasserstoffionenkonzentration. 


Fir lebende Milchsiurebakterien hat der eine von uns!) 
schon friiher die p,-Kurve der Girung bestimmt und hierbei 
ein ausgeprigtes und steiles Optimum bei p,, = 6,2 mit 
B. casei « festgestellt. Mit Trockenbakterien sind dagegen 
frither keine genaue Bestimmungen iiber die Abhingigkeit der 
(sirung von der H-lonenkonzentration ausgefiihrt worden, nur 
das Optimum der Phosphorylierung ist, analog mit der alko- 
holischen Girung, bei p,, etwa 6,2 gefunden worden.’) 

Bei der Bestimmung der p,,-Kurve der Trockenbakterien 
kam folgende Methodik zur Anwendung: Es wurde eine Reihe 
von Phosphatlésungen verschiedener H-lonenkonzentrationen 
hergestellt und genau 20ccm jeder Lisung in 50ccm fassende 
Krlenmeyerkolben pipettiert. Weil die Versuche iiber die Hin- 
wirkung der PO,-Konzentration auf die Girung gezeigt hatten, 





*) Virtanen, Wichmann und Lindstrém, Diese Zs. Bd. 166, 
S. 21 (1927). 
*) Virtanen, Diese Zs. Bd. 1438, S. 71 (1925). 
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daB die Trockenbakterien noch in %/, mol. PO,-Lésung Glucose 
glatt vergaren, kamen Pufferlisungen dieser PO,-Konzentration 
zur Anwendung. Dadurch versuchten wir die Erhéhung der 
Aciditat wahrend der Garung soviel wie méglich zu vermeiden. 
Weil die Girung in 1 mol. Phosphatlésung schon stark ge- 
hemmt wird, konnten wir nicht starkere als */, mol. Phosphat- 
lésungen anwenden, obwohl die Pufferwirkung dieser Phosphat- 
konzentration nicht gentigend war. Die Phosphatlésungen 
wurden dann mit je 0,5 g Glucose, 1g feingeriebenen Trocken- 
bakterien und zum SchluB mit 1 ccm Toluol beschickt. Weil 
die Trockenbakterien auch nach einem sorgfaltigst ausgefiihrten 
Waschen withrend des Trocknens immer ein wenig sauer 
werden, wurden die p,,-Werte der Girlisungen wieder elektro- 
metrisch mit der Chinhydronelektrode bestimmt, nachdem die 
Girlédsungen etwa 15 Minuten in einem Wasserbad von 
etwa 42° geschiittelt worden waren. Hiernach wurden die 
Girkolben in einen Thermostat von 42° gestellt und dann 
und wann geschiittelt. Beim Abbrechen der Versuche wurde 
das p,, der Girlésungen wieder bestimmt. Der Zucker 
wurde nach Bertrand bestimmt. 


Tabelle 1. 





Py im Anfang 


Glucose im Anfang in mg per 2cem 45,4 | 45,4 | 45,4 | 45,4 | 45,4 
» & SORGn. » ww» 8 ov 42,4 | 34,0 | 40,0 | 43,2 | 45,3 


Po nach 5,5 Stdn. ees 4 6,0 5,5 4,9 4,0 
Relative Girgeschwindigkeit . . | 26 {100 47 | 19 0 

















Schon dieser orientierende Versuch zeigt, dab die Garung 
bei etwa p, = 4,9 véllig aufhért. Auf der alkalischen 
Seite ist die Girung schon von p,, =7 ab sehr verzégert. 
Um den optimalen p,-Bereich, der aus der angefihrten 
Versuchsserie zu schlieBen, zwischen p,, = 5,5 und 7,0 liegt, 
niher zu bestimmen, wurden mehrere Versuchsreihen aus- 
gefiihrt. 
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Tabelle 2. 
Pp im Anfang 5,96] 6,10] 6,18] 6,382] 6,55 
Glucose im Anfang in mg per 2cem | 45,4 | 45,5 | 45,5 | 45,4 | 45,4 
, nvm, «2 ~~ Peat & 9,3 1 11,8 | 14,6 
py nach 14Stdn.. 5,29] 5,58] 5,621 5,96] 6,24 
,, im Mittel 5,63] 5,84] 5,90] 6,14] 6,40 
Relative Girgeschwindigkeit 93 99 100 93 85 

















Obige Versuchsreihe, wo die Girung weit fortgeschritten 
ist, zeigt, dab das p,, der Garlésungen durch die Einwirkung 
der gebildeten Milchsiure bedeutend gesunken sind. Da aus 
den Versuchsresultaten jedoch hervorgeht, daB bei dem an- 
gewandten p,,-Bereich die Giargeschwindigkeit in jedem Ver- 
such etwa dieselbe geworden ist, kénnen wir das arithmetische 
Mittel der p,,-Werte im Anfang und am Ende jedes Versuches 
als den p,,-Wert des betreffenden Versuches betrachten. Hier- 


Tabelle 3. 





























Py im Anfang 5,98} 6,07] 6,23] 6,31 
Glucose im Anfang in mg per 2 cem . 45,4 1 45,4 | 45,4 | 45,4 
nach 8Stdn.,, , 4 2 5 14,8 | 16,8 | 18,3 | 20,4 
Pp nach 8 Stdn. 5,41] 5,60] 5,77] 5,92 
» im Mittel. 5,70] 5,84] 6,00} 6,12 
Relative Girgeschwindigkeit 100 94 89 82 
Tabelle 4.') 
Dy Im Anfang 5,78} 5,98} 6,12] 6,28] 6,48 
Glucose im Anfangin mg per2cem | 47,3 | 47,3 | 47,3 | 47,3 | 47,3 
nach 3Stdn.., ,, 4,2 4, | 21,2 | 19,2 | 20,2 | 20,7 | 27,4 
Po nach 8 Stdn. . 5,40] 5,58} 5,87] 6,09] 6,37 
,, im Mittel 5,59} 5,78] 6,00] 6,19] 6,43 
Relative Giirgeschwindigkeit 93 100 96 95 71 

















') Bei diesem Versuch wurde 0,8 g Trockenpraparat angewandt. 
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bei ist festzustellen, daB das Garungsoptimum zweifellos ein 
wenig unter p,, = 6,0 liegt, obwohl es sehr flach zwischen 
Pp; = 5,6 und 6,2 ist. 


\ 


Tabelle 5.) 

















Po im Anfang ....... 6,981 6,48] 6,03] 5,51] 5,13 
Glucose im Anfang in mg per2cem | 46,4 | 46,4 | 46,4 | 46,4 | 46,4 
n.2,5Stdn.,,. .2 , | 44,6 | 43,1 | 402 | 431 | 44,8 
ne a 88,6 | 28,4 | 12,5 } 29,4 | 40,9 
Po mach 258tdm. ..... . 6,91} 6,46] 5,97] 5,52] 5,16 
eo tee 6,83} 6,23] 5,85] 4,93] 4,80 
Rel. Girgeschwindigk. (n. 2,5Stdn.) | 29 29 100 | 53 26 
(» 15 » ) Pee (23) 100) | (50) (16) 

















Aus den Tab. 3 und 4 geht in Ubereinstimmung mit 
der Tab. 2 hervor, da8 das Optimum der Girung mit 'Trocken- 
hbakterien ein wenig unter p,, = 6,0 liegt. Die Géarungs- 
geschwindigkeit ist jedoch etwa dieselbe zwischen p,, =5,6—6,2 
ohne ausgeprigtes Maximum. Wir k6énnen somit feststellen, 
daB das Garungsoptimum mit Trockenpriparat von 
b. casei «¢ flach ist und bei p,, = 5,6—6,2 liegt. 

Das tiefste p,,, wo eine Girung noch festgestellt worden 
ist, liegt bei p, = 4,8; bei p, = 4,7 ist auch nach lingerer 
Zeit keine Girung zu beobachten. Auf der alkalischen Seite 
des p,-Optimums wird die Girung schon bei p,,=6,5 deutlich 
verzogert, bei p,,=6,7 ist die relative Girungsgeschwindigkeit 
nur etwa 40. Freudenberg und Dirscher1?), die mit unseren 
Bakterien einige Versuche ausgefiihrt haben, berichten, ,,da8 
die Girung mit Trockenpraparat bei p,, = 6,7 besser verlief 
als bei p,, = 6,2“. Unsere Bestimmungen zeigen, daB das Sach- 
verhiltnis gerade das entgegengesetzte ist. — Aus der Fig. 2 
ergibt sich deutlich, daB das p,,-Bereich der Girung mit den 
lebenden Bakterien viel breiter ist als mit den Trockenbakterien. 


1) Bei diesem Versuch wurde 0,5 g Trockenpriiparat angewandt. 
2) Diese Zs. Bd. 157, S. 67 (1926). 





10 Artturi IL Virtanen und H. Karstr6ém, 



























































Relat Geswinorgk ett 
N 














| 
| 





ir8 §2 56 6.0 64 68 pH 


Fig.1. Die Abhangigkeit der Gairung mit Trockenzellen des B, casei « 
von der Wasserstoffionenkonzentration. 


Zum SchluB muB noch erwihnt werden, daB bei Trocken- 
priparaten von geringer Giraktivitit die Girgeschwindigkeit 
auf beiden Seiten des Optimums viel schneller herabgesetzt 
wird, als bei denselben von groBer Aktivitit. Das Optimum 
liegt jedoch auch hierbei ein wenig unter p, = 6. Als Bei- 
spiel sei eine Versuchsserie angefiihrt, wo die Giraktivitit des 
Trockenpraparats schwach im Vergleich mit der Aktivitit des 
in der Versuchsserie 4 angewandten Priparats ist. 


Tabelle 6. 





Py im Anfang ....]| 5,92] 6,07] 6,18] 6,28] 6,36] 6,56] 6,78 





Glucose im Anfang in 
mg per 2cem ... | 44,1 | 42,7 | 43,3 | 42,3 7 43,3 [| 42,7 | 43,3 
Glucose nach 4 Stdn. 
in mg per 2cem . | 35,8 | 30,2 [| 35,1 | 35,1 | 39,4 | 41,6 | 42,7 


Pp nach 4Stdn....] 5,77] 5,84] 6,06] 6,13] 6,29] 6,51 


8 6,68 
, im Mittel..... 5,85] 5,96] 6,12] 621] 6,33] 6,54] 6,73 























Rel. Girgeschwindigk.| 64 100 65 58 31 9 5 
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Die Resultate dieser Versuchsserie weichen einigermaBen 
von den friitheren ab. Unseres Erachtens sind jedoch die mit 
stark aktiven Trockenpriiparaten erhaltenen Resultate mab- 
gebend, weil die schwach aktiven Priparate bei ungiinstigeren 
Bedingungen kaum wirksam sind. Wovon iibrigens die groben 
Unterschiede der verschiedenen Trockenpraparate beziiglich der 
Aktivitiit herriihren, obwohl die Priparate genau auf gleicher 
Weise hergestellt sind, ist uns noch eine unklare Frage. 
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Fig. 2. Die P,,-Kurve der Gdrung mit lebenden und Trockenzellen des B, casei «. 


III. Die Abhangigkeit der Garung von der Phosphat- 

konzentration. 

Frither ist die Abhangigkeit der Garung von der Piosphat- 
konzentration mit lebenden Milchsiurebakterien!) bestimmt 
worden. In welcher Weise die Girung mit Trockenbakterien 
durch Phosphat beeinfluBt wird, haben wir durch folgende 
Versuche zu bestimmen versucht. 


1) Diese Zs. Bd. 166, 8. 21 (1927). 
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In 50 cem fassende Erlenmeyerkolben wurden je 20 cem Phosphat- 
lésung verschiedener Konzentration bzw. Wasser pipettiert, darauf 0,5 g 
Glucose, 1 g Trockenbakterien, sowie 1 cem Toluol zugesetzt. Jedem 
Girkolben wurde sodann 10 Tropfen einer Bromkresolpurpurlésung zu- 
getrépfelt. Durch vorsichtiges Zufiigen einer 2/n-NaQH-Loésung aus 
einer Mikrobiirette mit 0,01 cem Gradierung wurden die Girlésungen 
auf py = 6,2 eingestellt und soweit als méglich fortwihrend bei py = 
5,8—6,2 gehalten. Dies erwies sich jedoch als recht schwierig, weil der 
Bromkresolpurpur in den fraglichen Girlésungen seine richtige Farbe 
nach und nach verlor, indem er eine griinliche Nuance annahm. In 
Suspensionen von lebenden Bakterien ist dies nicht der Fall. Da die 
durch Trockenbakterien hervorgerufene Girung jedoch zwischen py = 
5,6—6,2 mit’ etwa derselben Geschwindigkeit verliiuft, wird sie nicht 
nennenswert von p,;-Schwankungen bei diesem breiten py-Bereich be- 
einfluBt. Nachdem der Bromkresolpurpur seine Farbe verloren hatte, 
wurden die Verinderungen der Wasserstoffionenkonzentration mit 
Methylrot- und Phenylrotpapier verfolgt. Genau konnte man in dieser 
Weise py nicht einstellen. Da verschiedene Versuchsserien jedoch mit- 
einander iibereinstimmende R:2sultate ergaben, deutet es dahin, dab die 
Pa-Schwankungen nicht wesentlich beeinfluBt haben. Nur in reiner 
Wasserlésung, wo die Puffe:wirkung minimal ist, hat eine eventuelle 
“rhédhung der H-Konzentration eine Verzégerung der Giarung hervor- 
rufen kénnen. Die Versuche wurden bei 42° ausgefiihrt. 


Tabelle 1. 




















fo} 6s . & fad SS 
et leeiseis 
Brls S|a &|8 Fig & 
A, = A x UA 7 ~ 
Pog — Lommel nome eed 
Glucose im Anfang in mg per 2¢em 45,5 | 45,5 | 45,5 | 45,5 | 45,5 
» m19Stdn.,, ,, 5 2 y, | 42,1 | 13,8] 10,2] 15,8] 31,3 
Relative Giirgeschwindigkeit . . ; 10 | 90 100 g4 | 40) 


| 

Nach dieser Versuchsserie ist die optimale PO,-Konzen- 
tration fiir die von Trockenbakterien hervorgerufene Garung 
etwa 1/, mol. PO, (= 3,55°/, P,O,), also viel héher als bei 
lebenden Casei-Bakterien, fiir welche friiher eine Phosphat- 
konzentration von 1°/, P,O, (=0,14 mol. PO,) optimal gefunden 
ist. Die Angabe von Freudenberg und Dirscherl, daB eine 
1 mol. Phosphatlésung noch nicht die Girung hemmt, ist jedoch 
nicht richtig, denn wir haben bei dieser Konzentration eine 
Giérungsgeschwindigkeit von nur 40°/, der maximalen gefunden. 











Or ) 
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Tabelle 2 














ve = ~ = + 

= Sis Sic Sis Sia 

Oo "| ° a ° ie 

Sa) es a] es a) s a] a a 

SS is [3 [28 [2 

“~ Oy Oy f™ OP Ay = 

Glucose im Anfang in mg per 2 ecm 45,5 | 45,5 | 45,5 | 45,5 | 45,5 
458s. « « Fs 25,0 | 23,4] 225 | 32.91 26,6 

oe we wm ale a 20,3 | 17,8 | 16,2] 16,7] 18,8 
Relative Giirgeschwindigkeit . . 89 96 100 98 82 
(86) | (96) (100) | (98) | (91) 

















Aus der Tab. 2 geht noch genauer als aus der Tab. 1 
hervor, daB das Girungsoptimum bei '/, mol. Phosphat- 
konzentration liegt. 

Wir haben dann noch zwei Versuchsserien in Gegenwart 
von Kreide ausgefiihrt. Die Hauptzwecke dieser Versuche war, 
festzustellen, daB die Girungsgeschwindigkeit tatsichlich in 
phosphatfreier Lisung so gering ist, wie aus dem Versuch 1 
hervorging. Auch wurden zwei Versuche in physiologischer 
Kochsalzlésung ausgefiihrt. In Gegenwart von Kreide blieb das 
p,, Wihrend der Versuche ziemlich konstant bei etwa p,, = 6 
und die Resultate wurden von Aciditiitsverinderungen nicht 
beeinfluBt. 

Die Zusammensetzung der Giiransitze war: 20 cem Wasser bzw, 
physiologische NaCl-Lisung bzw. m/‘ "hosphatlisung, darin 500 mg 
Glucose, 0,6 g Kreide (steril), 1 g Trockenbakterien und 1 cem Toluol. 
Die Girkolben wurden bei 42° aufbewahrt und hiufig geschiittelt. In 
den beiden Versuchsserien kamen verschiedene Trockenpriparate vom 


B. casei € in Anwendung. 


Tabelle 3. 








m/4- aan 
Wasser- | NaCl- 
Phosphat- | ,.. a 
" lésung | Liésung 
lésung 
Glucose in mg im Anfang .. . . 47,6 47,6 47,6 
¥ » » mach 5S8tda. . . 19,0 43,1 43,1 
Relative Giirgeschwindigkeit . . . 90 14 14 
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Tabelle 4. 


m/4- 
. Wasser- | NaCl- 
Phosphat- a sa 
i lésung | Lésung 
lésung 
Glucose in mg im Anfang .. . 47,6 47,6 47,6 
» nach 6 Stdn. 19,0 43,1 43,1 
Relative Girgeschwindigkeit . . . 90 13 13 











Die Resultate dieser Versuchsserien stimmen also mit den- 
jenigen des Versuchs 1 iiberein. 
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Fig 3. Die Abhiingigkeit der Garung mit lebenden und Trockenbakterien 
von der Phosphatkonzentration. 


Fig. 3 veranschaulicht die Kinwirkung der Phosphatkonzen- 
tration auf die Milchsiiuregirung mit lebenden und Trocken- 
bakterien. 


Iv. Das Extrahieren der Co-Zymase aus dem Trockenpraparat. 


Weil es beim Arbeiten mit Trockenbakterien von Be- 
deutung ist, daB man die Co-Zymase quantitativ aus dem 





U3 


Uber die Milchsiiuregirung. YV. 15 
Trockenpraparat in der Weise entfernen kann, daB die zu- 
gesetzte Co-Zymase das Priiparat wieder méglichst vollstindig 
aktiviert, beschreiben wir kurz die Methode, welche nach 
unseren Erfahrungen sich als anwendbar erwiesen hat. 

6—8 g Trockenpriiparat werden in einem auf etwa 45° 
vorerwarmten sauberen Mérser mit etwa 200 cem destilliertem 
Wasser von 40° homogen gerieben und dann zentrifugiert. 
Die abgeschiedene, klargelbe Fliissigkeit wird abgegossen, die 
Bakterienmasse wieder in etwa 200 ccm destilliertem Wasser 
yon 40° griindlich aufgeschwemmt, zentrifugiert und die Ope- 
ration noch ein drittes Mal wiederholt. 

Das auf diese Weise 3mal gewaschene Trockenpraparat 
enthilt nach unseren Erfahrungen gewohnlich keine Co-Zymase 
mehr und laBt sich wieder gut aktivieren. Bei allen Praparaten 
geniigt jedoch diese Extraktion nicht, um die Co-Zymase zu 
entfernen. Wenn das Priparat aber noch mehrere Male gewaschen 
wird, tritt eine Herabsetzung der Garungsfihigkeit ein. 

Bei einigen Priparaten gelingt das Waschen mit m/4- 
Phosphatlisung von p,,=6,4 besser als mit Wasser, denn das 
mit Phosphatlésung extrahierte Trockenpriparat wird durch 
gleiche Co-Zymasemenge stirker aktiviert. Bei anderen Pri- 
paraten gibt dagegen das Waschen mit Wasser bessere Re- 
sultate und wir haben darum die oben geschilderte Methode 
stets angewandt. 


V. Der Zusammenhang zwischen der Milchsaurebildung 
und Phosphorylierung der Glucose. 


In seinen fritheren Arbeiten hat der eine von uns?) be- 
kanntlich eine starke Phosphorylierung der Glucose bei der 
Milchsaiuregirung konstatiert und auf Grund seiner Beobach- 
tungen angenommen, da8 ein Phosphorsiureester als Zwischen- 
produkt bei der Girung entsteht. Meyerhof?) ist spater auf 
Grund seiner Arbeiten mit Muskelsaft auch zu dem SchluB 
gekommen, daB bei der Milchsiurebildung ein Hexosephosphat 





1) Virtanen, Diese Zs. Bd. 138, §. 186 (1924); Bd. 184, S. 71 (1925). 
*) Biochem. Zs. Bd. 178, S. 462 (1926). 
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als Zwischenprodukt entsteht. Dieses soll nach Meyerho/ 
ein Monophosphat sein. Nach der Autfassung von Harden 
und Young!) verlauft die alkoholische Girung dagegen nicht 
iiber Hexosephosphat, sondern das Hexosephosphat entsteh: 
neben der Hexosespaltung. Euler und Myrbick?) schlieBen 
sich an die Auffassung von Harden an und sprechen die 
héchst interessante Ansicht aus, daB der erste Vorgang beim 
Hexoseabbau eine Cannizzarosche Umlagerung zwischen zwe! 
Hexosemolekiilen ist. 

Bei den friiheren Arbeiten aus unserem Laboratorium 
wurden nur die Glucose und Phosphorsiure wiihrend der 
Milchsiiuregirung bestimmt. Die Girprodukte blieben dagegen 
unbestimmt. Wir wissen darum nicht, in welchem Zusammen- 
hang die Milchsiurebildung und die Phosphorylierung zu- 
einander stehen, obwohl die Kenntnis davon unsere Vorstellung 
von der Rolle der Phosphorylierung vielleicht vertiefen kénnte. 

Wir haben darum jetzt einige Versuchsserien, bei welchen 
die Glucose, Phosphorsiiure und Milchsiiure gleichzeitig von 
Zeit zu Zeit wihrend der Girung bestimmt wurden, mit 
Trockenbakterien ausgefiihrt. 

Die Milchsiure wurde nach Hirsch-Kauffmann genau 
in derselben Weise wie in unseren friiheren Arbeiten*) bestimmt. 
Wegen der hohen Zuckerkonzentration haben wir die Kupfer— 
Kalkfillung wie folgt ausgefiihrt. Das mit NaOH nach Hirsch- 
Kauffmann neutralisierte Schenckfiltrat wurde mit einer 
kleineren Menge gesittigter CuSO,-Liésung und CaO bei 0° 
geschiittelt, die Operation nach etwa einer Stunde wieder vor- 
genommen und so oft bei 0° wiederholt, bis eine kleine Probe 
der klaren Lésung nicht mehr die Molische Reaktion gab. 

Die Kontrollanalysen mit Zn-Lactat zeigten, daB die an- 
gewandte Methodik etwa 5°/, zu niedrige Werte gab. Die 
Parallelbestimmungen yon derselben Probe gaben stets in 
guter Ubereinstimmung dieselben Werte. Die Milchsiiure- 
mengen bei unseren Bestimmungen variierten zwischen 4—7 mg. 





' Proc. Bd. 80, S. 299 (1908); Bd. 81, S. 336 (1909). 
*) Diese Zs. Bd. 165, S. 28 (1927); Bd. 167, S. 236 (1927). 
3) Diese Zs. Bd. 161, S. 218 (1926). 








Uber die Milchsiiuregiirung. V. 17 


Die Phosphorsiure wurde im Schenckfiltrat mit Magnesia- 
mischung bei Zimmertemperatur gefillt. Die Glucose wurde 
in iiblicher Weise nach Bertrand bestimmt. 


Versuch 1. 

10 g Trockenpriparat wurde mit 100 cem m/2-KNa-Phosphatlésung 
(py, 6,2), die 3,0 g Traubenzucker enthielt, zu einer homogenen Emulsion 
verrieben, in einem 200 cem Erlenmeyerkolben iiberfiihrt, mit 2,5 cem 
Toluol beschickt, im Wasserbad auf 45° erwiirmt und bei 42° aufbewahrt. 
Proben von genau 10 cem wurden nach den in der Tabelle angegebenen 
Zeiten aus den Giirkolben herauspipettiert und mit NaCl gesittigter 
4°/, HCl + 5°/, HgCl, gemischt. Nach 10—20stiindigem Stehen wurden 
die Schenckfiltrate fertig hergestellt und analysiert. 








Zeit Glucose in mg | Mg,P,O, in mg | Milchsiure in mg 
in per 1 ccm Gir- | per 1 cem Giir- | per 1 cem Giir- 
Stunden ldsung lésung lésung 
0 27,5 68,7 1,9 
1°/, 211 65,5 3,7 
41), 16,4 63,9 4.3 
6 "J, 14,25 62,2 4,9 
g ty, 11,85 59,7 5,1 
12 10,52 60,9 7,1 
15 1, 9,9 61,2 8,3 
25 7,65 62,2 94 
50 4,25 62,7 124 











Versuch 2. 

Es wurden 7 Giransiitze von folgender Zusammensetzung 
hergestellt: 

250 mg Traubenzucker + 5cem m/2-Phosphatlésung von py, = 6,4 
+ 5ecm Kreidesuspension im Wasser (steril) + 500 mg Trockenpriparat, 
+ 0,5 eem Toluol. 

Zwei von den Giransitzen wurden nach kraftigem Schiitteln 
zur Bestimmung der Anfangswerte der Glucose und Milchsiiure 
in derselben Weise wie bei dem obigen Versuch analysiert. 
5 Giaransitze wurden bei 42° aufbewahrt, hiufig geschiittelt 
und nach den in der 'l'abelle angegebenen Zeiten aus dem 
Thermostat herausgenommen. Die Girung wurde sofort durch 
Herstellen des Schenckfiltrats abgebrochen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXIY, 


bo 
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SORA 














_— Glucose in Milchsiure in nena 
yi 1 cem in mg 1 cem in mg geen ie */, 
Stunden von Glueose 
0 21,8 0,74 sc 
8/, 18,9 1,42 3,1 
2 15,2 2,15 6,5 
4 9,0 4,50 17,2 
8 4,1 7,30 30,1 
29 0 11,45 49,1 











Aus den beiden Versuchsserien geht in genauer Uber- 
einstimmung hervor, daB die Girung beziiglich der Milchsiure- 
bildung und Phosphorylierung in zwei Phasen zerfillt. In der 
ersten Phase, welche das Verschwinden der Glucose bis etwa 
50°/, entspricht, ist die Milchsiiurebildung minimal, die 
Phosphatbindung dagegen sehr stark. In der zweiten Phase 
ist die Milchsiurebildung stark, entsprechend etwa der gleich- 
zeitig verschwundenen Glucose. Die gebundene Phosphorsiiure 
wird in dieser Phase nach und nach frei, Aus dem Versuch 1 
geht z. B. hervor, daB wihrend der Zeit, in der die Glucose 
mit 53°/, entsprechend 15,7 mg per 1 ccm gesunken ist, nur 
3,2 mg Milchsiure oder 20,4°/, von der verschwundenen Glucose 
gebildet ist. Die Phosphorsiure ist gleichzeitig mit 9mg PO, 
per 1 ccm vermindert worden. Beim Fortgehen der Girung 
wird die Milchsiurebildung in solchem MaBe verstiirkt, daf 
beim Sinken der Glucose mit 7,6 mg (von 11,9 mg bis 4,3 mg) 
7,3 mg Milchsiure, also beinahe 100°/, von der verschwundenen 
Glucose gebildet wird. 

Die obigen Versuche zeigen also, daB die Phosphorylierung 
in der ersten Phase der Girung stark ist und daB die Milch- 
siurebildung dabei dem Glucoseschwund gar nicht entspricht. 
Man kénnte daraus schlieBen, daB die Glucose anfangs phos- 
phoryliert wird und da8 der entstandene Phosphorsiureester 
in der zweiten Phase zur Milchsiiure gespalten wird, wie wir 
schon friiher angenommen haben. Die Sache scheint jedoch 
sehr kompliziert zu sein. Nach den obigen Versuchsserien 
haben wir nimlich am Ende der Versuche nur etwa 50°/, 
von der Glucose als Milchsiure gefunden, obwohl die 
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lebenden Kulturen von unserem B. casei ¢ iiber 90°/, 
Milchsaure aus der Glucose bilden.’) Es scheint, daB in 
der ersten Phase der Girung etwas geschehen ist, was das 
Ausbleiben der anderen Hilfte der Milchsiure verursacht. 
Durch zwei weitere Versuche haben wir festgestellt, daB tat- 
sichlich nur etwa 50°/, Milchsiiure von der Glucose bei der 
Girung mit Trockenbakterien entsteht. 


Versuch 38. 


Giransatz: 20 eem m/2-NaK-Phosphatlésung (py = 6,4), 0,5 : 


Glucose, 1 g Trockenpriparat, 1 cem Toluol. 


r 
o 




















' a Milehsiure in 
Zeit Glucose per | Verminderung| Milchsiure re 
. = iad . /0 von ver- 
in 2cem Gir- | der Glucose per 2 cem 
w , a a ali schwundener 
Stunden | lésung in mg in °/, Garlésung 
| Glucose 
0 45,1 _ 1.5 soni 
2,5 12,2 73,0 a _ 
30 3,5 92,2 21,8 48,8 
Versuch 4. 
Giransatz: 


10 cem m/2-NaK-Phosphatlésung (pq = 6,4), 10 cem 


Kreidesuspension (steril) = 600 mg Kreide, 0,5 g Glucose, 1 g Trocken- 
priparat, 1 cem Toluol. 





; i ; Milchsiiure i 
Zeit Glucose per | Verminderung| Milchsiiure | ~ evi ” 
; A °/, von ver- 
in 2cem Gir- | der Glucose per 2 cem saiemeiaiiia 
Stunden | lésung in mg in °/, Girlésung 
Glucose 
0 45,1 a 1,5 - 
2,5 13,2 70,7 - ~_ 
30 _ 100 24,8 51,7 

















1) Die Giirversuche mit der gewaschenen, frischen Bakterienmasse 
(ungetrocknet) ohne Toluolzusatz in Wasser und in 0,1 mol. PO,-Lésung, 
wobei das p;; durch Zutrépfeln von 1 n. NaOH bei 6,2 (Bromkresolpurpur 
als Indientor) behalten wurde, ergaben als Resultat, daB nach Ver- 
schwinden der Glucose in Wasserlisung 94,6°/, und in Phosphatlésung 
90,0°/, Milchsiiure aus der Glucose gebildet war. Die Milehsiiure wurde 
hierbei in derselben Weise wie bei den Versuchen mit Trockenbakterien 
bestimmt. 


9* 
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Der merkwiirdige Umstand, da8B nach Beendigung der 
Girung nur etwa die Halfte der verschwundenen Glucose als 
Milchsiure zu finden ist, mahnt zu eingehenden Untersuchungen 
iiber die Phosphorylierung und Milchsiurebildung. Wir haben 
schon einen Versuch in etwas gréBerem MaBstabe ausgefiihrt, 
um die eventuell anderen Girprodukte zu bestimmen. Bei 
diesem Versuch konnten wir, wie aus dem untenstehenden 
Versuchsprotokoll hervorgeht, als Garprodukte nur Milchsiure 
(50,5°/, von der Glucose), kleine Mengen fliichtige Fettsiuren 
(3,5°/, von der Glucose) und Bernsteinsiiure finden. Die Menge 
der letzteren ist ganz normal, denn bei der Girung mit leben- 
dem B. casei ¢ entsteht neben der Milchsiure (iiber 90°/, von 
der Glucose) auch etwa 4°/, fliichtige Fettsiuren, hauptsiichlich 
Kssigsiure und sehr kleine Mengen Bernsteinsiure. 


Versuch 5. 

Giransatz: 2,0 g Glucose, 30 cem m/2-KNa-Phosphatlésung 
(py = 6,4), 30 eem Kreidesuspension (steril) = 2,4 g Kreide, 2 g Trocken | 
priparat, 3 cem Toluol. 

Nach etwa 30 stiindigem Stehen bei 42° war der Zucker 
total verschwunden. Die Giarlésung wurde zentrifugiert, die 
abgeschiedene Kreidebakterienmasse 3 mal gewaschen und ab- 
zentrifugiert, das Waschwasser mit der zentrifugierten Gir- 
lésung vereinigt und auf 100 ccm gefiillt. 


Milchsiure. Von 10 cem der Loésung entsprechend 200 mg 
Glucose wurde das Schenckfiltrat hergestellt. 34,3 eem Schenckfiltrat 
wurden der Kupfer—Kalkfiillung unterworfen und auf 100 cem verdiinnt. 
5 eem dieser Lésung ergaben 4,35 mg Milchséure. 1 cem der Girlésung 
enthalt somit 10,1 mg Milchsiiure. Aus 2g Glucose waren folglich 
1,010 g Milchsiiure, entsprechend 50,5 °/, der Glucose gebildet worden. 

Zur Bestimmung der fliichtigen Siuren wurden 50 cem der Lésung 
(entsprechend 1g Glucose) mit 0,7 ccm konzentrierter Schwefelsiure 
versetzt und mit Wasserdampf destilliert. Es gingen dabei 6,0 ccm 
n/10-Siiuren in 600 cem Wasser iiber. Die fliichtigen Siiuren wurden 
nicht niher untersucht, Als Essigsiure berechnet ist aus 1 g Glucose 
36 mg oder 3,6°/, Essigsiiure entstanden. 

Nach Austreiben der fliichtigen Siuren wurde die Lésung auf dem 
Wasserbade bis zum kleinen Volumen eingedampft, wonach wasserfreies 
Natriumsulfat zugesetzt wurde. Die trockene Salzmasse extrahierten wir 
dann in einem Soxhletapparat mit Ather. Der dlige Atherriickstand wurde 
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mit Kalkmilch gekocht und dann filtriert. Die Lésung neutralisierten 
wir mit Salzsiiure, wonach sie auf dem Wasserbade eingedampft wurde. 
Der Riickstand wurde in 5 cem Wasser gelést und der Lésung 57 eem 
absolutem Alkohol zugesetzt. Das abgeschiedene Ca-Succinat wurde 
abfiltriert, bei 108° getrocknet und gewogen.') Die kleine Salzmasse 
wog 48,0 mg und entspricht, falls sie Ca-Succinat mit 1 Mol Krystall- 
wasser ist, 32,5 mg Bernsteinsiiure oder 3,2 °/, der Glucose. Da wir die 
Hardensche Methode zur Bestimmung der Bernsteinsiure nicht nach- 
cepriift haben, kénnen wir nicht behaupten, daB die Salzmasse reines 
Ca-Succinat ist. Jedenfalls ist Bernsteinsiure nur in kleinen Mengen 
gebildet worden. 

Wir kénnen also vorliufig nicht erkliren, was aus der 
anderen Halfte der Glucose entsteht. Diese Frage werden 
wir in nichster Zeit eingehend untersuchen. Es ist jedoch 
méglich, daB ein Teil von Zucker eine stabile Phosphat- 
verbindung bildet, welche nicht, oder schwach reduziert und 
nur schwer gespalten wird. Darauf deutet vielleicht der Ver- 
such 1, nach welchem noch eine bedeutende Menge Phosphor- 
siiure gebunden bleibt, wenn die Girungslésung nicht mehr 
als eine schwache Reduktionskraft zeigt. 

In diesem Zusammenhang sei iiber die Versuche berichtet, 
durch welche wir zu bestimmen versuchten, ob die Milchsiure 
oxydativ verschwindet, wenn man Luft durch eine Bakterien- 
suspension, welche Lactat enthilt, leitet. Myrbiick und 
Everitt?) haben friiher mit Hefe unter diesen Bedingungen 
ein starkes Sinken der Milchsiiure und in einigen Versuchen 
auch eine deutliche Glykogensynthese beobachtet. Sowohl mit 
lebenden als mit Trockenbakterien konnten wir keine oder 
wenigstens keine deutliche Verminderung der Milchsiiure finden. 
Wir fiihren hier einen Versuch mit lebenden Caseibakterien an. 


Versuch 6 
0,5 g Milchsiiure in 20 ccm Wasser wurde mit 1 n-Natron- 
lauge neutralisiert, wonach in die Lésung 25 ccm m/2-Phosphat- 
lésung von p,, = 6,2 zugesetzt wurden. Nach Kochen der Lé- 
sung wurde eine aus 5 Liter Molkekultur abzentrifugierte und 
gewaschene B. casei «-Masse in der Liésung aufgeschwemmt. 





1) Harden, Jl. Chem. Soe. Bd. 79, S. 615 (1901). 
*) Diese Zs. Bd. 139, S. 272 (1924). 














22 Artturi I. Virtanen und H. Karstrém, 


Durch die Lésung wurde ein mit Schwefelsiiure gewaschener 
Luftstrom abgesaugt. Die Versuchstemperatur war 40°. Im 
Anfang und nach 25 Stunden wurden aus der Lisung 10 ccm 
herauspipettiert. In diesen Proben bestimmten wir nach Ent- 
fernen der EKiweiBstoffe nach Schenck und der event. Kohlen- 
hydrate nach Salkowski-van Slyke, die Milchsiure nach 
Hirsch-Kauffmann. 








Zeit Milchsiure 
in Stunden in mg per 1 cem 
QO - 8,7 
25 8,4 





VI. Die Ersetzbarkeit der Co-Zymase der Milchsaurebakterien 
durch Insulin. 

Nachdem die optimalen Bedingungen der Girung mit 
Trockenpraparaten aufgekliirt waren, haben wir die Frage von 
der Ersetzbarkeit der Co-Zymase durch Insulin von neuem einer 
eingehenden Untersuchung unterworfen. Wie bekannt, konnten 
wir etwa vor 3 Jahren eine starke Aktivierung der gewaschenen 
Trockenpriiparate des b. casei ¢ mit Wellcomeinsulin finden.?) 
Die Aktivierung wurde mit drei verschiedenen Wellcome- 
priiparaten im Winter 1924—1925 festgestellt. Der Gedanke, 
da8 die Aktivierung auf einem Co-Zymasegehalt des angewandten 
Insulinpraparates zuriickzufiihren war, lag nahe und wurde diese 
Moéglichkeit schon damals beriicksichtigt. Die einzige Méglich- 
keit, die Co-Zymase festzustellen, war, das Insulinpriparat mit 
Co-Zymase-freier Hefe zu priifen. Weil dabei keine Akti- 
vierung mit demselben Insulinpriiparat, welches die Milchsiure- 
girung aktivierte, zu finden war, wurde als Resultat hervor- 
gehoben, daB Insulin bei der bakteriellen Milchsiuregiirung 
wie die Co-Zymase wirksam ist. 

Bei den ersten Bestimmungen kam nur das Wellcome- 
Insulin, welches damals allein in Finnland zu erhalten war, 
in Anwendung. Ehe wir die Gelegenheit batten, andere Insulin- 
priiparate zu priifen, wurde die Arbeit mit unserem Bakterien- 





1) Virtanen, Chem. Ber. Bd. 58, S. 696 u. 2441 (1925); Virtanen 
u. Karstrém, Chem. Ber. Bd. 59, 8S. 45 (1926). 
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stamm von Freudenberg und Dirscher1}) ausgefiihrt. Diese 
Forscher konnten mit einigen Insulinpriiparaten eine schwache 
bis bedeutende Aktivierung, mit den meisten Priiparaten keine 
Aktivierung finden. Weil die Aktivierung mit Rohinsulin sehr 
stark war, kamen Freudenberg und Dirscherl] zu dem SchlubB 
da8 die von uns beobachtete Aktivierung der extrahierten 
Milchsiurebakterien durch Insulin auf eine Beimengung von Co- 
Zymase zuriickzufiihren ist. Da wir mit unserem Insulin- 
Priparat keine Aktivierung der Hefe gefunden hatten, konnte 
nach der Annahme von Freudenberg und Dirscher! darauf 
beruhen, da8 das den Insulinpriparaten zugesetzte Desinfiziens 
die Trockenhefe schwacht. Diese Erklirung steht jedoch nicht 
im Kinklang mit den experimentellen Tatsachen.?) 

Die Versuche von Freudenberg und Dirscher! wurden 
mit sehr kleinen Giransiitzen ausgefiihrt und darauf sind wohl 
die Unstimmigkeiten mit unseren Beobachtungen betreffend 
die EKinwirkung von Phosphatkonzentration, p,, (siehe oben), 
sowie auch die von den genannten Forschern manchmal beob- 
achtete starke Erhéhung des Zuckers bei den Versuchen mit 
gewaschenen Trockenbakterien zuriickzufiihren. Wir haben 
niemals eine solche Erhéhung gefunden. Die Versuche von 
Freudenberg und Dirscherl geben unseres Erachtens noch 
keine definitive Entscheidung in der Frage?), und wir haben 
darum neue Bestimmungen unter Beibehaltung der friiher von 
uns angewandten Methodik ausgefiihrt. Bei unseren Versuchen 
kamen folgende Insulinpriiparate in Anwendung. 

» Welcome“, Lésung (W), ,,Toronto’, Lésung (T), ,,Organon“, fest (Q), 
,Kahlbaum“, fest (K), ,,Leo“, Tabletten (L). 

Die Versuche wurden in folgender Weise ausgefiihrt. Das dreimal 
gewaschene T'rockenpriparat wurde in m/2-Phosphatlésung von py=6,3 
bis 6,6, welche schon Glucose enthielt, homogen aufgeschwemmt. Die 
Bakteriensuspension verteilten wir mit einer Pipette, deren Spitze ab- 
gebrochen war, in kleinen Erlenmeyerkolben, welche dann mit bestimmten 
Mengen Insulin bzw. Kochsaft der Hefe und zuletzt Toluol beschickt 
wurden. In dieser Weise war es méglich, eine Serie Giiransitze mit der- 
selben Bakterienmenge herzustellen. Das py, der Giiransiitze war bei 


1) Diese Zs. Bd. 157, S. 64 (1926). 
2) §. Virtanen, Diese Zs. Bd, 160, S. 308 (1926). 
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Beginn der Versuche 6,2—6,5, also etwas iiber dem optimalen. Die 
Girkolben wurden stets bei 42° aufbewahrt. 


Versuch 1. 
6g vom gewaschenen Trockenpriparat wurden in 60 cem m/2- 
Phosphatlésung, welche 1,5 g Glucose enthielt, suspendiert. Die Sus- 
pension wurde dann auf sechs Kolben, welche die in der Tabelle an- 











gefibrten Zusitze+0,5 cem Toluol enthielten, verteilt. p,,; im Anfang 6,4. 
ao) | ll : 
AAeel 2 lSealegenr| ges | See 
Ba OFS os Psi Soe | S55 a 
- Sg il Hs il sani] os lps 
SOB S] we 2 | M nm —= . 7 m2 
Se eeal 2° | eat | See eat] sae 
Mees Nae Poe? [Rey | 2a6 
= — L : £10 mot 74 
Glucose in mg a BN ae - ote 7 
yoo ‘ao 44,6 44,6 43,7 43,7 44,2 44.2 
Glucose in m — . = 
sore 37,7 18,4 | 35,0 | 35,5 | 371 | 360 




















Versuch 2. 
7g vom gewaschenen Trockenpriparat wurden in 70 cem m/2-Phos- 
phatlésung, welche 3,5 g Glucose enthielt, suspendiert, Jedem Kolben 
wurde 10 cem der Suspension, 5 cem m/2-Phosphatlésung, etwa 2 klinische 
Kinheiten Insulin in 5 cem destilliertem Wasser aufgekocht und 0,5cem 
Toluol zugegeben. Die Kolben wurden dann stark geschiittelt. py im 
Anfang 6,5. 





| 
| 
| 
{ 
i 
| 
| 
| 























a 3 gs = 
aa | SOlES 128.1 c28 (88. (28. 
BE | so lees see [55282] 225 
MP |] oo [ee oleae” [ores [eo le 

+ “~ | & = ” 
Glucose in mg fl 359 | 33,0 | 33,0 | 33,0 | 3 33,0 | 33,0 

im Anfang |f “”? a ’ 38, 3,0 10 33, 

poerr age ters 33,0 | 15,3 | 32,5 | 32,5 | 325 | 330 | 33,0 
prea: 33,0 | 0 33,0 | 825 | 330 | 33,3 | 833 








Versuch 38. 
Die Zusammensetzung der Giiransiitze war im iibrigen dieselbe wie 
beim Versuch 2, nur wurden gréBere Mengen erhitztes Insulin angewandt. 





) 5eem zentrifugierter Kochsaft aus 1 g Trockenhefe+ 125 mg Glucose. 

*) Das Insulin wurde 5 Min. in kochendem Wasser gehalten. 

*) 1g Trockenhefe wurde in 10 eem Wasser aufgekocht, zentri- 
fugiert und 5 cem der klaren Lisung angewandt. 
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nach 28 Std. jf ? ? . 33, 35,8 33,6 























Versuch 4, 

Die Zusammensetzung der Giransitze war im ibrigen dieselbe 
wie in dem Versuch 3, nur wurden die Insulinpriparate nicht aufgekocht. 
Das angewandte Trockenpraparat war auch nicht so aktiv wie in dem 
vorigen Versuch. 





| 
| 
| 
| 
| 
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35,0 | 35,0 | 35,0 | 35,0 | 35,0 | 35,0 | 35,0 














35,0 | 15,1 | 34,7 | 34,2 | 34,8 | 35,0 | 34,7 











Aus den obigen und vielen anderen analogen Versuchs- 
serien geht eindeutig und mit voller Klarheit hervor, daB die 
jetzt angewandten Insulinpriparate die gewaschenen 
Trockenbakterien nicht aktivieren kénnen. Worauf 
die friiheren stark positiven Resultate beruhen, kénnen wir 
nicht erkliren. Der Co-Zymasegehalt der Insulinpriparate ist 
die wahrscheinlichste Erklirung, doch steht auch diese Er- 
klirung nicht im Einklang mit der Unwirksamkeit der Priparate 
bei der gewaschenen Hefe. Wie es sich auch mit dieser Frage 
verhalt, in jedem Falle ist die Beobachtung von der 
Wirksamkeit des Insulins als Co-Zymase bei der 
Milchsiuregirung aus der Literatur zu streichen. Es 
eriibrigt nur die Frage, ob man iiberhaupt eine sichere Wirkung 
mit Insulin in vitro gefunden hat, welche nicht auf etwaige fremde 
KX6rper in den Insulinpriiparaten zuriickzufiihren ist. Wir neigen 
zu der Meinung, daB eine solche Wirkung nicht beobachtet ist. 
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Unsere friihere Vermutung, daB aus den Milchsiiurebakterien 
eine insulinartig wirkende Substanz zu erhalten ist, hat sich 
bestitigt. Simola’) hat naémlich in unserem Laboratorium 
aus B. casei ¢ eine Substanz isoliert, welche nach Reini- 
gung durch Tierkohleadsorption und darauffolgende Elution 
mit Benzoesiiure schon in winzigen Mengen eine betrichtliche 
Blutzuckersenkung an Kaninchen ohne Vergiftungssymptome 
bewirkte. Dieser Befund ist jedoch nunmehr von keiner gréferen 
theoretischen Bedeutung, weil wir keinen Zusammenhang zwischen 
Insulin und Co-Zymase gefunden haben. 

Bei unseren Versuchen mit Insulin und Trockenbakterien 
hefteten wir unsere Aufmerksamkeit auf die kleine Hemmung, 
welche einige Insulinpriparate auf die Milchsiuregirung aus- 
iiben. Kuhn und Heckscher?) haben schon friher die Anti- 
glyoxalasewirkung in einigen Insulinpraparaten festgestellt. 
Wenn die Hemmung der Milchsiurebildung aus der Glucose, 
welche wir besonders bei einem Handelspriparat fanden, auf 
die Antiglyoxalase zuriickzufiihren ist, dann soll das betreffende 
Insulinpraparat sehr reich an Antiglyoxalase sein. Die Glyoxa- 
lasewirkung ist naimlich nach Warburg, Meyerhof und 
Kuhn nicht die geschwindigkeitsbestimmende Teilreaktion der 
Milchsiiuregirung. Wir haben die Ursache dieser Hemmung 
nicht untersucht. Aus den untenstehenden Tabellen geht die 
hemmende Kinwirkung der Insulinpriparate auf die Milchsiure- 
sirung hervor. 


Tabelle 1. 








on, | W-Insulin 10 Einh. | T-Insulin 10 Einh. 
Ohne . 
Insulin | nicht erhitzt | erhitzt*) | nicht erhitzt| erhitzt 














Glucose in mg \ : | ; - i: -a , 
im Anfang |{ #i,6 41,6 | 41,6 41,6 41,6 

Glucose in mg . as | . 

nach 8 Stdn. 20,3 24,6 | 19,4 24,0 | 22,4 





1) Ann. Acad. Scient. Fennicae, Ser. A, Tom XXIX, Nr. 15 (1927). 

*) Diese Zs. Bd. 160, S. 154 (1926). 

8) Die Insulinpriiparate wurden in 5 cem Wasser aufgekocht und 
dann sofort abgekihlt. 
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In sieben Kolben wurde je 15ccm %/, mol. Phosphatlisung 
von p,,=6,5, 1g Trockenpriparat (nicht gewaschen, im Moérser 
méglichst fein gerieben), 0,5¢ Glucose, die in den Tabellen 
angefiihrten Insulinpriparate stets in 5ccm Wasser gelést und 
0,5ccm Toluol eingebracht. Die Kolben wurden bei 42° auf- 
bewahrt. 

Tabelle 2. 


























= W-Insulin T’-Insulin L-Insuln 
a 10 Einh. 10 Einh. 12 Einh. 
_— 
& nicht | ,. nicht | _,. nicht , 
5 er hitzt erhitzt erhitzt | erhitet erhitzt erhitst 
ae 45,3] 45,3 | 45,3 | 43,3 | 45,3 | 45,3 | 45,3 
; 
Glucose in mg " , ; ; ; 
nach 85 Stdae |j 1:0] 13,0 | 12,1 | 13,0 | 13,0 | 16,4 | 13,0 
Tabelle 27.) 
= a. a. “ . eo. 3 3 
. ca | 28 a a a te 
= on Hos 10 "sa ty 38 
a > _ a Oo - mo Me 
Oo 
Glucose in mg | 4 44.8 44.8 
im Antang 44,8 44,8 44.8 4,8 9 ; 
psa he 28,7 31,4 22,5 30,3 | 35,1 31,9 
G i 
es 21,5 25,6 21,5 24,5 | 31,3 24,6 




















Mit nicht aufgekochtem Leoinsulin ist somit eine deut- 
liche Hemmung zu bemerken. Mit den anderen Priparaten 
ist. kaum eine Hemmung zu bemerken. 





1) Bei dieser Versuchsserie wurden die Insulinpriparate nicht auf- 
] 
gekocht. 








Die Bestimmung der Kieselsiure in Harn und Faeces. 


Von 


Bruno Kindt. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Greifswald.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Januar 1928.) 


Kine unter Mitarbeit des Verfassers durchgefiihrte Unter- 
suchung tiber die Resorbierbarkeit von Kieselsiure gab Ver- 
anlassung, die vorhandenen Methoden zur quantitativen Be- 
stimmung der Kieselsjure einer kritischen Uberpriifung zu 
unterziehen. Als Untersuchungsmaterial kamen in erster Linie 
Menschenharn und -faeces in Betracht. Uber die Technik der 
Veraschung von Harn und Kot, wie auch iiber die Bestim- 
mung der Kieselsiiture in den erhaltenen Aschen finden sich 
in der Literatur eine Reihe von Angaben.') Fiir unsere Zwecke 
konnten die dort beschriebenen Verfahren nicht befriedigen. 
Wenn es auch mdéglich war, in einigen Fillen einwandfreie 
Aschen zu erhalten, so muBten doch viele Unannehmlichkeiten 
in Kauf genommen werden, wie: sehr lange Dauer der Ver- 
aschung, das Abrauchen groBer Schwefelsiuremengen, die Not- 
wendigkeit, dauernd beaufsichtigen zu miissen u.a.m. Auf 
die Bediirfnisse der Kieselsiiurebestimmung bei der Veraschung 
war nur in einer fiir diese Frage grundlegenden Arbeit von 
H. Schulz?) Riicksicht genommen worden. Jedoch schien uns 
auch hier die Méglichkeit gegeben, die Veraschungszeit durch 
ein anderes Verfahren erheblich abzukiirzen und Fehlerquellen 


) Z. B. Neubauer- Huppert, Analyse des Harns, XI. Aufl., Bd.1, 
S. 66; Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch der physiol. u. pathol.- 
chem. Analyse, IX. Aufl., S. 649. 

*) Hugo Schulz, Pfliigers Arch. Bd. 144, S. 350. 
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ausschlieBen zu kénnen. Zu diesem Zweck wurde die folgende 
Veraschungsmethode, zunichst fiir Harn, entwickelt: 

Je nach der Menge der Tagesausscheidung werden 300 
bis 500ccm Harn im Becherglas mit 100ccm konzentrierter 
Salpetersiure versetzt. Hier sei gleich eingeschaltet, da8 wir, 
um Fehler durch aus dem Glase stammende Kieselsiiure zu 
vermeiden, grundsitzlich mit sorgfaltig ausgediimpftem Jenaer 
Glas arbeiteten; auch die Spritzflaschen mit ihren Glasréhren 
waren aus gedimpftem Jenaer Glas. Alle Reagenzienflaschen 
waren ausgedimpft, und die Reagenzien selber nach liingerem 
Stehen in der Flasche auf Abwesenheit gliihbestindigen Riick- 
standes gepriift worden. Das nach kurzer Zeit tief dunkel ge- 
fiirbte Gemisch wird dann auf ein zugedecktes Wasserbad ge- 
stellt und mit einem Uhrglase bedeckt. Nach kurzer Zeit tritt 
eine Reaktion ein, die sich durch aufsteigende Blischen kennt- 
lich macht und bei verschiedenen Harnen zwar verschieden 
rege, aber beim Menschenharn ohne jede Gefahr eines Sub- 
stanzverlustes abliuft. Die Gasentwicklung dauert vielleicht 
15—30 Minuten; sie kann durch Hineinstellen des bedeckten 
Becherglases in das Wasserbad abgekiirzt werden, bedarf aber 
dann zuniachst einer gewissen Aufsicht, da einzelne Harne hier- 
bei unerwiinscht grofe Schaummengen bilden. Sobald die 
Blaschenentwicklung nachgelassen hat, wird das Uhrglas ent- 
fernt, das Becherglas in das Wasserbad hineingestellt und der 
Inhalt abgedampft. Vollkommene Trockne laBt sich kaum, 
héchstens unter iibergroBem Zeitaufwand, erreichen; sie ist 
auch gar nicht notwendig, es geniigt durchaus, wenn bis zum 
schwach feuchten Krystallbrei eingedampft wird. Jetzt wird so 
viel Wasser hinzugegeben, dab der Boden des Glases 1—2 cm 
hoch bedeckt ist. Mit diesem Wasser liBt man die Masse 
10-—15 Minuten lang im Wasserbade einweichen und iiberfihrt 
dann den Inhalt in eine Platinschale. Hierbei ist zu beachten, 
da8 das Ausspiilen des Becherglases mit méglichst heiBem 
Wasser erfolgen muff. Anderenfalls ist es unméglich, an den 
Wandungen erstarrt haftende organische Substanz aus dem 
Becherglas herauszubringen. Mit bis fast zum Sieden erhitztem 
Wasser, unter Umstinden unter Zuhilfenahme eines Gummi- 
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wischers}), gelingt die Uberfiihrung ohne Schwierigkeiten. Der 
Inhalt der Platinschale wird erneut eingedampft und zwar eben- 
soweit wie vorher die Salpetersiure. Bis hierher diirfte das 
Verfahren kaum Neues geboten haben, denn die Verwendung 
von Salpetersiure zur Oxydation ist alles andere als neu. Nur 
laBt sich allein durch Abrauchen mit Salpetersiure Harn nur 
zum kleinsten Teil veraschen. Die Veraschung kann aber 
miihelos in sehr kurzer Zeit zu Ende gefiihrt werden, wenn wie 
folgt weiter verfahren wird: Die Platinschale kommt in den 
Trockenschrank und wird ?/,—1 Stunde auf 110—120° erhitzt. 
Die Trocknung hat den richtigen Grad erreicht, wenn der 
Schaleninhalt eine tiefdunkle, nahezu schwarzbraune Farbung 
angenommen hat. Nunmehr setzt man die Schale auf ein Ton- 
dreieck und erhitzt durch Fiacheln mit einem Brenner. Die 
Flamme des Brenners soll groB, aber nicht scharf sein. Nach 
kurzer Zeit werden in der Masse einzelne Funken aufleuchten, 
kurz darauf zieht sich die Reaktion unter mehr oder weniger 
starker Funkenbildung durch die ganze Masse, die, sobald die 
Reaktion nach wenigen Sekunden beendet ist, sich vollkommen 
weiB gefirbt hat. Manche, an organischer Substanz besonders 
arme Harne veraschen hierbei ohne nennenswerte Feuererschei-. 
nung; das gleiche tritt ein, wenn im Trockenschrank bis zur 
Schwarzfirbung getrocknet wurde. Der Erfolg bleibt jedoch 
derselbe, die Masse wird sehr schnell weiB, ohne da es ndtig 
ist, die Schale bis zum Glihen zu erhitzen. Allerdings bleiben 
dann, ebenso wenn im Trockenschrank zu wenig getrocknet 
wurde, gelegentlich schwarz gefirbte Rander oder Inseln zuriick, 
die sich aber durch lokales Erhitzen miihelos fertig veraschen 
lassen. Harne, die besonders reich an organischer Substanz 
sind, veraschen hiufig unter sehr heftigen Feuererscheinungen, 
unter AusstoB von RuBilocken. Es kann dies gelegentlich be- 
sorgniserregend aussehen, jedoch haben wir Verluste an an- 
organischen Bestandteilen in keinem Fall feststellen kénnen. 
Auch fiir die Veraschung von Kaninchenharn ist die vorstehend 


) Wir empfehlen hier, wie auch spiterhin, kegelf6rmige Wischer 
zu verwenden. Lieferant: Bartsch, Quilitz & Co., Berlin NW 40, Katalog- 
Nr. 905. 
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beschriebene Methode ohne Abianderung brauchbar. Vorsicht 
ist hier geboten beim Zusatz der konzentrierten Salpetersiure, 
da hierbei der Kaninchenharn zum starken Aufschiumen neigt. 
Ks empfiehlt sich vorsichtiger tropfenweiser Zusatz der Siure 
und Bereithalten von Ather. Bei Atherzusatz ist die Siure- 
zugabe aber auch hier ohne gefahrdrohende Schaumbildung in 
kirzester Zeit beendigt. Im iibrigen wird verfahren wie bei 
Menschenharn; die Reaktion beim Erhitzen in der Platinschale 
lauft lebhafter ab als beim Menschenharn. 

Weiterhin wurde dann versucht, auch die menschlichen 
Faeces in gleicher Weise zu veraschen. Substanzmenge: etwa 
40—50g. Die Faeces wurden ebenso wie der Harn mit 100 ccm 
konzentrierter Salpetersiure auf dem Wasserbade abgeraucht. 
Beim ersten Erwirmen des Gemisches mu8 mit gréBter Vor- 
sicht verfahren werden, da schon nach kurzem Erwirmen auf 
dem Wasserbade in der Mehrzahl der Fille plétzlich eine 
iuBerst heftige Reaktion eintritt, die bei mangelhafter Aufsicht 
zum Uberlaufen des Inhaltes fihrt. Das Becherglas mu8 dann 
sofort vom Wasserbad heruntergenommen werden, Léschen der 
Flamme allein geniigt hiufig nicht; Ather ist stets bereit zu 
halten. Nach 5—10 Minuten pflegt jedoch stets die Gefahr 
des Uberschiiumens voriiber zu sein, und es kann dann ohne 
weitere Beaufsichtigung eingedampft werden. Empfehlenswert 
ist es, die Substanz noch ein zweites Mal mit 50 ccm konzen- 
trierter Salpetersiiure abzurauchen. Die Verwendung von még- 
iichst heiBem Wasser und kegelférmigem Gummiwischer ist 
hier beim Uberfiihren in die Platinschale unerliflich, da sonst 
Teile wenig angegriffener organischer Bestandteile von schmie- 
riger Konsistenz hiufig hartnickig am Glase haften bleiben. 
Sollten sich geringe Mengen eines fettihnlichen Stoffes trotz 
aller Miithe nicht entfernen lassen, so ist darum ein Verlust 
anorganischer Bestandteile doch nicht zu besorgen, wenn nur 
recht heiBes Waschwasser benutzt wurde. Das spiter erfolgende 
Erhitzen in der Platinschale iiber freier Flamme fiihrt, im 
(segensatz zur Harnveraschung, nicht zu einer von Feuer- 
erscheinungen begleiteten Reaktion; die endgiiltige Veraschung 
verliuft vielmehr vollkommen ruhig und etwas langsamer als 
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beim Harn. Die Masse wird in kurzer Zeit weib, zuriick- 
bleibende kohlige Stellen werden entfernt wie bei der Harn- 
veraschung. Haufig wird die Substanz bei dieser Behandlung 
nicht rein weiB, sondern bleibt grau. Diese Dunkelfairbung 
ist mitunter, nicht immer, auf eine geringe Menge unverbrannter 
Kohle zuriickzufiihren, die fiir den weiteren Gang der Kiesel- 
siurebestimmung ohne Bedeutung ist. Zu vermeiden ist nur 
ein anfanglich zu starkes Erhitzen der Platinschale, da dann 
die unteren Schichten der Substanz Blasen werfen, wodurch 
die Oberfliche in die Héhe getrieben und der heiBesten Zone 
entzogen wird. Die Folge ist eine unvollkommene Veraschung 
der obersten Schichten, die dann nur durch sehr starkes Er- 
hitzen noch vollstiindig gemacht werden kann. Man ist vor 
dieser Stérung ziemlich gesichert, wenn die Schale beim vorher- 
gehenden Trocknen im Trc kenschrank eher etwas zu schar{ 
als zu schwach getrocknet ~™rde, 

Die ganze Arbeitsweis~ ist sehr ausfiihrlich dargestellt 
worden, da sie uns den bisher bekannten Methoden gegeniiber 
mancherlei Vorteile zu bieten scheint. So wird als einziges 
Reagens Salpetersiure hinzugegeben, mit der einmal in Wasser 
schwer lésliche Salze nicht gebildet werden kénnen, die sich 
weiter leicht durch Abrauchen auf dem Wasserbade fortschaffen 
liBt. Die ganze Veraschung Ledarf kaum einer Beaufsichti- 
gung; sorgfiltige Beobachtung ist nur wihrend der ersten 10 
bis 15 Minuten nach dem erstmaligen Salpetersiurezusatz er- 
forderlich. Abrauchen, Eindampfen und Trocknen kann iiber 
Mittag bzw. tiber Nacht durchlaufen, ohne daB die Analyse 
geschiidigt werden kann. Die Veraschung beansprucht weniger 
Zeit als die anderen uns bekannt gewordenen Methoden. Ein An- 
griff auf die Platinschale tritt auch bei stiirkstem Glihen nicht 
ein. Wir haben versucht, die Platinschale durch eine solche aus 
Kruppschem V 2 A-Stahl zu ersetzen. Auch hierin ist die Ver- 
aschung durchfiihrbar, die Verwendung bringt jedoch Nachteile - 
fiir das Aussehen und die weitere Verarbeitung der Asche mit 
sich, da, besonders nach lingerem Gebrauch, die Bestandteile 
des V2A-Stahles in nicht unbetriichtiicher Menge in die Asche 
iibergehen. Ob diese unerwiinschte Vermehrung der Substanz 
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ertraglich ist oder nicht, hangt von der Art der sich an- 
schlieBenden Analyse ab. In unserem Fall stellte sich die 
Verunreinigung als sehr stérend heraus, da sie das im weiteren 
Gang der Analyse vorzunehmende Gliihen der Tiegel bis zur 
Gewichtskonstanz sehr erschwerte, wenn nicht zeitraubende 


—— 


teinigungsmethoden vorhergehen sollten. Fiir den Fall, daB 


a 


der Veraschung die Bestimmung eines nicht hitzebestiindigen 
Stoffes, wie z.B. K, folgen soll, sei darauf hingewiesen, daB das 
beschriebene Verfahren sich stets, bei richtiger Vorbereitung, 
so durchfiihren lift, daB die Platinschale nicht ins Gliihen 
gerit. Wir halten es fiir wahrscheinlich, daB sich die Anwend- 
barkeit der Methode nicht auf Harn und Kot beschrinkt, 
haben aber weitere Versuche in dieser Richtung bisher nicht 
anstellen kénnen. 

Fiir die Bestimmung der Kinselsiure stand als einziges 
Spezialverfahren das von Schulz (a. a. O.) zur Verfiigung. 
Leider ist dies, besonders fiir we:iger geiibte Analytiker, ein 
wenig umstiindlich und zeitraubend; wenigstens gibt es aber 
sichere Werte, was von den tiblichen Verfahren der analyti- 
schen Chemie, angewandt auf die Harnanalyse, nicht ohne 
weiteres behauptet werden kann. Wir strebten daher eine 
Moditikation der bekannten Verfahren an, und zwar sollte 
einmal eine Zeitersparnis erzielt, und weiter die Durchfiih- 
rung der Bestimmung auch fiir Ungeiibtere erleichtert werden, 
selbstverstiindlich unter Innehaltung gréStméglicher Genauig- 
keit. Nach recht langwierigen Untersuchungen schien uns 
schlieBlich die nachstehend beschriebene Arbeitsweise diesen 
Antorderungen im grofen und ganzen zu geniigen. 

Die nach der gegebenen Vorschrift gewonnene Harn- bzw. 
Kotasche wird mit verdiinnter Salzsiiure zuniichst 10 bis 
15 Minuten auf dem Wasserbade eingeweicht und dann in ein 
Becherglas iibergefiihrt. Es ist nicht nétig, daB die Asche 
hierbei véllig in Lésung geht. (Falls andere Stoffe als Kiesel- 
siure bestimmt werden sollen, so wire gegebenenfalls die 
Asche mit Wasser oder verdiinnter Siiure aufzukochen.) Der 
Inhalt des Becherglases wird nunmehr auf dem Wasserbade 
zur ‘Trockne eingedampft und dann im Trockenschrank eine 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXXIV, 3 
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Stunde lang bei mindestens 140° getrocknet. Dies wird noch 
zweimal wiederholt, d.h. also jedesmal mit verdiinnter Salz- 
siure aufgenommen und bei 140° getrocknet. Fiir das ein- 
wandfreie Gelingen der Analyse ist dies Trocknen bei einer 
Mindesttemperatur von 140° von ausschlaggebender Wichtig- 
keit. Nach dem letzten Trocknen wird so viel heiBes Wasser 
hinzugegeben, daB der Boden des Glases 1 cm hoch bedeckt 
ist, 3—5 Tropfen konzentrierte Salzsiure zugesetzt und aur 
dem Drahtnetz kurz aufgekocht. Sofort anschlieBend wird 
filtriert, und zwar durch ein angefeuchtetes ,, Blauband“- Filter 
(Schleicher & Schill). Das Filter darf wihrend des Filtrierens 
nicht trocken fallen. Bei dieser Arbeitsweise laiuft das Filtrat 
von Anfang an klar und bleibt auch beim Auswaschen blank. 
Ausgewaschen wird mit heiBem Wasser, und zwar am besten 
so, daB wenig Wasser in das Becherglas gegeben, 1—2 Tropfen 
verdiinnte Salzsiiure zugesetzt und nach Gebrauch des Gummi- 
wischers abgegossen wird. Das Auswaschen wird fortgesetzt, 
bis das Becherglas quantitativ rein geworden ist. Ein Durch- 
laufen von Kieselsiure ist hierbei von uns in keinem Fall 
beobachtet worden. Trotzdem sind im Filtrat noch geringe 
Kieselsiuremengen in Lésung. Das Filtrat wird daher noch 
einmal in gleicher Weise behandelt wie die Hauptfraktion, 
d. h. insgesamt dreimal, das erste Mal ohne besonderen Salz- 
siiurezusatz, auf dem Wasserbade zur Trockne eingedampft 
und bei 140° getrocknet. Zum Abfiltrieren wird ein neues 
Filter benutzt. Hierbei werden im Hoéchstfall etwa 5, im 
Durchschnitt 3 mg Kieselsiure gewonnen. Im 2. Filtrat haben 
wir irgendwie wahrnehmbare Mengen von Kieselsiiure in 
keinem Fall feststellen kénnen. Die beiden Filter werden 
getrocknet und dann gemeinsam im Platintiegel verascht. 
Nachdem die Filterkohle vollig verbrannt ist, wird mit einigen 
Tropfen konzentrierter Schwefelsiure abgeraucht und im be- 
deckten Tiegel bis zur Gewichtskonstanz gegliiht. Ks ist an- 
gebracht, das Gliithen zunichst kurze Zeit im offenen Tiegel 
vorzunehmen und erst zu bedecken, wenn die anfangs auf- 
tretende Blasenbildung nachgelassen hat. Der Tiegelinhalt 
wird dann mit FluBsiure, der einige Tropfen konzentrierte 
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Schwefelsiiure zugesetzt sind, abgeraucht und erneut im zuerst 
offenen, spiter stets bedeckten Tiegel bis zur Gewichtskonstanz 
gegliiht. Das Abrauchen mit Fluorammonium oder Ammo- 
piumbifluorid kénnen wir garnicht empfehlen, da beim Ge- 
brauch dieser Reagenzien der Tiegelinhalt allzuleicht ver- 
spritzt. Aus der Gewichtsdifferenz der konstanten Gewichte 
vor und nach dem Abrauchen mit Flufsiure ergibt sich der 
Gehalt an reiner Kieselsiure. Es ist bewubt darauf verzichtet 
worden, die Kieselsiiure in reiner Form, frei von allen Ver- 
unreinigungen, auf das Filter zu bekommen, da nach unseren 
Krfahrungen dann, gerade bei Harn- und Kotanalysen, derart 
lange ausgewaschen werden mub, dal es der beste Kiesel- 
siureniederschlag auf die Dauer nicht vertrigt. So bleibt 
denn der Umweg iiber das Abrauchen mit Flufsiure zu guter 
Letzt noch der sicherste Weg. Wie schon friiher kurz er- 
wihnt, halt es hiufig schwer, aus in V2A-Schale veraschter 
Substanz gewonnene Niederschlige konstant zu gliihen, be- 
sonders wenn die Schale schon einige Zeit in Gebrauch ge- 
wesen ist. Platinschalen sind aber nicht itiberall vorhanden. 
Ist daher mit einer V2A-Schale gearbeitet worden, so mub, 
um in ertriiglicher Zeit zur Gewichtskonstanz zu kommen, mit 
scharter Gebliseflamme der bedeckte Tiegel jedesmal mindestens 
‘/, Stunde lang gegliiht werden. Dab die Lebensdauer der 
Platintiegel hierunter leidet, muB allerdings in Kauf genommen 
werden. 

Vorstehend beschriebene Arbeitsweise scheint uns vor 
anderen den Vorteil zu besitzen, daB hier, wie schon bei den 
Veraschungen, die langwierigen Operationen keiner Wartung 
bediirfen, und daB ein hiiutiges Unmfiillen in verschiedene 
Glaser, wie auch das Aufiangen einer mehr oder weniger 
groben Zahl von Filtrat- oder Waschwasseranteilen mit den 
daraus hiufig resultierenden Fehlern vermieden wird. 

Bei der Durchsicht der Literatur war uns ein Verfahren 
zur Kieselsiiurebestimmung aufgefallen, das einer besonderen 
Uberpriifung wert zu sein schien: die von Seemann?) ein- 
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') Seemann, Zs. anal. Chem. Bd. 44, 8. 387 (1905). 
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gefiihrte Methode der Fiallung mit Mercuriammoniumcarbonat, 
—NH,(HgOHg),CO,, x(='/,?;H,O. Soweit wir feststellen 
konnten, ist diese Methode nur sehr wenig bekannt geworden, 
was, nach unserer Erfahrung, auf einen Mangel an Genauig- 
keit kaum zuriickgefiihrt werden kann. Wir versuchten diese 
Fallungsmethode unseren Zwecken nutzbar zu machen und 
kamen auch zu einer Arbeitsweise, die in bezug auf Genauig- 
keit des Ergebnisses der Salzsiuremethode durchaus nicht 
nachsteht. Nur hatten wir hier aihnliche Schwierigkeiten, die 
Platintiegel gewichtskoustant zu bekommen, wie bei Gebrauch 
der V2A-Stahlschale. Fiir diese Art der IKieselsiurebestim- 
mung sind die Aschen von Harn und Kot zu kompliziert zu- 
sammengesetzt, die Menge der mechanisch und chemisch mit 
niedergerissenen Fremdstoffe ist zu gro’. Im Interesse unserer 
Platintiegel haben wir uns schlieBlich allein der Salzsiiure- 
methode bedient. Trotzdem soll die entwickelte Arbeitsweise 
hier beschrieben werden, da fiir einfachere Substanzen die 
Fillungsmethode sicherlich ihre Vorziige hat und_hiiufiger 
angewandt zu werden verdient. 

Zur Fillung der Kieselsiiure ist ein Reagens nach fol- 
gender Vorschrift anzusetzen: Frisch gefilltes Quecksilberoxyd, 
hergestellt durch Fallung einer Quecksilberchloridlésung mit 
Kali- oder Natronlauge und sorgfiltiges Auswaschen des 
Niederschlages, wird in eine nach Schaffgotsch bereitete 
Ammoniumcarbonatlésung so lange eingetragen, bis ein Rest 
des Quecksilberoxydes ungelést bleibt. Die Loésung wird in 
der Kilte vorgenommen. Lésung nach Schaffgotsch: 180 ccm 
konzentriertes Ammoniak, 880 ccm Wasser und 900 cem Al- 
kohol werden mit Ammoniumcarbonat gesiittigt. Es lésen 
sich hierin etwa 20 g Quecksilberoxyd. Das fertige Reagens 
muB auf Abwesenheit gliihbestindigen Riickstandes untersucht 
und in ausgediimpften Flaschen aufbewahrt werden. 

Die Harn- bzw. Kotasche wird mit 100 ccm heibem 
Wasser aufgenommen und kurz aufgekocht. Falls Kotasche 
sich schlecht lésen will, sind gréBere feste Stiicke mit dem 
Wischer zu zerreiben, kleine ungeléste Reste kénnen unberiick- 
sichtigt bleiben. Dann wird der Schaleninhalt, ohne zu filtrieren, 
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in ein Becherglas tiberftihrt und 50 ccm Quecksilberreagens zu- 
cesetzt. Es bildet sich eine unlésliche Verbindung von Mercvri- 
ammoniumcarbonat und Kieselsiiure, die als weiBes Pulver aus- 
fallt. Zur Fallung muB die Liésung neutral, sie darf auf keincn 
Fall sauer sein. Der anfallende Niederschlag ist bei Harn- und 
Kotanalysen nicht rein, er enthilt vielmehr Zerfallsprodukte 
des Quecksilbersalzes, sowie ein Gemisch verschiedenartigster 
aus den anderen Aschebestandteilen mit dem Reagens gebil- 
deter Umsetzungsprodukte. Nunmehr wird auf dem Wasser- 
bade zur Trockne verdampft, 20 ccm Wasser und dann, also 

1 


Niederschlages 10 com Reagens zugegeben und erneut zur 
Trockne eingedampft. Dies Abdampfen bis zur wirklichen 
Trockne ist wichtig und mu auf dem Wasserbade vorgenom- 
men werden. Fertigtrocknen im Trockenschrank bei iiber 100° 
liegender Temperatur lift den Niederschlag so fest am Glase 
haften, daB er nur sehr schwer oder gar nicht aus dem Glase 
herausgebracht werden kann. Nach dem Aufnehmen mit 
Wasser wird kriftig aufgekocht, etwa 3—5 Minuten gewartet 
und dann durch ein ,,Blauband“-Filter filtriert. Nach Még- 
lichkeit wird mit heiBem Wasser dekantierend ausgewaschen, 
so daB lingeres Auswaschen auf dem Filter iibertfliissig wird. 
Gelegentlich lief nach besonders langem Auswaschen die 
Fliissigkeit ein wenig triibe durch das Filter. Bei getrenntem 
Auffangen dieses Anteils haben wir aber nie eine Spur von 
Kieselsiure darin finden hénnen, so daf irgendwelche Verun- 
reinigungen bzw. Zersetzungsprodukte des Quecksilbersalzes 
dafiir verantwortlich gemacht werden miissen. Da im Filtrat 
die Kieselsiiure ohnehin bestimmt werden mu, kann diese 
Triibung auf jeden Fall unberiicksichtigt bleiben. Das Filtrat 
wird zuniichst neutralisiert, dariiber hinaus noch mit 5 Tropien 
konzentrierter Salzsiiure versetzt, auf dem Wasserbad ein- 
gedampft und weiter behandelt, wie bei dem Filtrat des Salz- 
siiureverfahrens beschrieben. Bei der einmaligen Fiallung mit 
Mercuriammoniumcarbonat werden nach unseren Feststellungen 
etwa 5mg Kieselsiiure nicht erfafit, wihrend die entsprechenden 
Werte des Salzsiureverfahrens ein klein wenig darunter, bei 








88 Bruno Kindt, 


3—4 mg zu liegen pflegen. Es geht hieraus hervor, daB die 
Aufarbeitung des Filtrates bei exakten Untersuchungen nicht 
unterbleiben darf, um so mehr, als dieser Fehler wegen der 
Umrechnung auf die Tagesausscheidung vervielfacht in das 
Endresultat eingeht. Die Bestimmung der Kieselsiiure im 
FWiltrat kann mit Salzsiure oder Quecksilberreagens vorgenom- 
men werden. Wie beim NSalzsiiureverfahren werden beide 
Filter gemeinsam verascht; es kann naB verascht werden, 
ohne daB der Tiegel angegriffen wird, die Quecksilbersalz— 
Kieselsiiureverbindung zerfallt unter Zuriicklassung der Kiesel- 
siure. Jetzt wird 15—20 Minuten lang bei starker Geblise- 
flamme im bedeckten Platintiegel gegliiht und dann erst mit 
Schwefelsiure abgeraucht. Dies starke Gliihen vor dem Ab- 
rauchen mit Schwefelsiure erwies sich fiir ein schnelleres Kr- 
reichen der Gewichtskonstanz als zweckmiibig. Nach dem Ab- 
rauchen der Schwefelsiure wird verfahren wie bei der Salz- 
siuremethode: gegliht bis zur Gewichtskonstanz, abgeraucht 
mit Schwefelsiiure und FluBsiure und wieder gegliiht bis zur 





Konstanz. 

In der Genauigkeit ihrer Ergebnisse diirften beide Ver- 
ahren einander ebenbiirtig sein, wie folgende an gleichen 
Harnen gewonnenen Beispiele zeigen mégen: 











S ae Mercuriammonium- 
Salzsiiure 

carbonat 
Hauptmenge: 0,0472 g 0,0437 g 
Filtrat: 0,0007 g 0,0048 g 
Zusammen: 0,0479 g 0,0485 g 
Hauptmenge: 0,0145 ¢ 0,0098 g 
Filtrat: 0,0002 g 0,0047 g 
Zusammen: 0,0147 g 0,0145 g 
Hauptmenge: 0,0649 ¢g 0,0559 ¢g 
Filtrat: 0,0072 g 0,0140 ¢g 
Zusammen : 0,0721 ¢g 0,0699 ¢ 


Kin kritischer Vergleich beider Arbeitsweisen hat uns 
aber trotzdem bewogen, fiir die Kieselsiiurebestimmung in Harn 
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und Faeces der Salzsiuremethode den Vorzug zu _ geben. 
Das wiederholte Eindampfen im Becherglas und Trocknen 
fallt zwar beim Quecksilberverfahren fort, aber diese Zeit- 
ersparnis lift sich wirkungslos machen, wenn bei der Bestim- 
mung mit Salzsiiure so disponiert wird, daB die zeitraubenden 
Operationen auf die Arbeitspausen und die Nacht gelegt 
werden. Weit unangenehmer macht sich der Angriff des 
langen und starken Gliihens auf die Platintiegel bemerkbar, 
und dieser Umstand hat uns allein veranlaBt, schlieBlich der 
Salzsiuremethode den Vorzug zu geben. Dagegen diirfte bei 
andersgearteten Untersuchungen, wie z. B. von Kieselsiiure- 
priparaten und dgl., wo mit derartigen Verunreinigungen nicht 
zu rechnen ist, und andere Stoffe kaum mit niedergerissen 
werden kénnen, die Quecksilbermethode wegen ihrer griéBeren 
Schnelligkeit entschieden den Vorzug verdienen. 





Versuche am Menschen iiber Kieselsdureausscheidung und 
Kieselsiurebilanz nach Aufnahme von Natriumsilicat. 


Von 
0. Riesser und Br. Kindt. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Greifswald.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Januar 1928.) 


Vor kurzem hat Kiihn-Rostock in einem sehr anregen- 
den Buche') iiber den Stand der Frage nach der physiolo- 
gischen Rolle und der therapeutischen Bedeutung der Kiesel- 
siure und ihrer Verbindungen ausfiihrlich berichtet. Es ist 
nicht unsere Aufgabe, die Frage der Kieselsiiuretherapie zu 
erértern oder gar kritisch dazu Stellung zu nehmen. Wohl 
aber interessieren uns die Probleme physiologischer Natur, 
die der therapeutischen Anwendung zugrunde liegen. 


Seit den bekannten Arbeiten von Hugo Schilz sowie von Kobert 
und ihren Mitarbeitern, unter denen Gonnermann besonders hervor- 
zuheben ist, weiB man, dab Kieselsiiure in allen Geweben lebender 
Organismen in mehr oder weniger beachtlicher Menge enthalten ist und 
daB insbesondere beim Siiugetier gewisse Gewebe daran besonders reich 
sind, vor allem das Bindegewebe. 

Es ist ohne weiteres klar, da® die im tierischen oder mensch- 
lichen Organismus enthaltene Kieselsiure nur aus der Nahrung stammen 
kann, und daB die Quelle der Kieselsiiure des Tieres die Pflanzennahrung 
ist. Man begreift daher auch, da’, wie es Hugo Schulz nachwies, 
die Kieselsiureausscheidung im Harn von dem Kieselsiiuregehalt der 
Nahrung abhingig ist. Damit ist zugleich auch die Resorbierbarkeit 
wenigstens eines Teiles der Nahrungskicselsiiure als Tatsache voraus- 
gesetzt. 

Nach den Anschauungen yon Schulz und Kobert deutet der 
Kieselsiuregehalt des Bindegewebes darauf hin, daB sie fiir den Aufbau 





) Prof. Dr. A. Kiihn, Die Kieselsiiure, bei Ferdin, Enke, Stutt- 
gart 1926. Hier auch die gesamte Literatur! 
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dieses Gewebes von Bedeutung sei, und es wird geradezu von einer 
Bildung des Bindegewebes anregenden Wirkung der Kieselsiiure ge- 
sprochen. Hieraut im wesentlichen beruht die Anwendung der Kiesel- 
siiure in der Therapie der Tuberkulose, die von vielen empfohlen, von 
anderen wieder umstritten ist. Auch in der Behandlung der Arterio- 
sklerose, endlich in der Therapie mancher Hautkrankheiten soil sich die 
Kieselsiiure gut bewahrt haben (vgi. Kiihn). 


Wie auch immer der therapeutische Wert der Kiesel- 


siureverabfolgung zu veranschlagen ist — und hieriiber kann 
nur die klinische Erfahrung eine Entscheidung bringen —, 


sicher ist, dab zweierlei fiir ein brauchbares Kieselsiiure- 
priparat zu fordern ist; einmal eine gute Resorbierbarkeit, 
sodann aber ein gewisser Grad von Speicherungsvermégen im 
Organismus. 


Es muBf festgestellt werden, dab in der Literatur fiir keines der 
zahlreichen bisher im Handel erschienenen und teilweise auch von kli- 
nischer Seite sehr empfohlenen Kieselsiurepriiparate der Beweis vorliegt, 
daB es den genannten Anforderungen gerecht wird. Dabei ist man sich 
volikommen dariiber klar, daS fiir die therapeutische Anwendung gerade 
die Form, in der man die Kieselsiure zufiihrt, von Bedeutung ist, und 
daB diese Form eben die Resorbierbarkeit und die Speicherung be- 
stimmt. Aber ganz abgesehen von dieser therapeutischen Fragestellung 
ist es auch fiir den Physiologen wichtig zu wissen, wie sich die Bilanz 
der mit der Nahrung aufgenommenen Kieselsiiure im Organismus ge- 
staltet. 

Um diese Frage befriedigend zu lésen, geniigen natiirlich Be- 
stimmungen der Kieselsiiure im Harn nicht. Allerdings wird eine Ver- 
mehrung der im Harn ausgeschicdenen Kieselsiiure die Resorbierbarkeit 
als solche beweisen, ohne indessen etwas iiber ihre relative Grobe aus- 
zusagen. Andererseits ist durch Kobert einwandfrei erwiesen, daS ein 
Teil der in den oberen Diinndarmabsehnitten resorbierten Kieselsiiure 
im Dickdarm wieder ausgeschieden wird und in den Faeces erscheint. 
Wenn also z. B. im Harn nach Kieselsiiureaufnahme keiue Vermehrung 
der Ausscheidung der Siiure beobachtet wird, so ist zwar die Wahr- 
scheinlichkeit mangelhafter oder schlechter Resorbierbarkeit gro8, be- 
weisend ist der negative Befund aber nicht. Und wenn selbst die 
ganze aufgenommene Kieselsiiure im Kot erscheint, ist damit, ebenso 
wie beim Eisen, die Resorbierbarkeit nicht widerlegt, 

Uber die absolute Gréfe der Resorpiion der Kieselsiiure wird sich 
also kaum je ein Bild gewinnen Jassen. Wohl aber kann man eine 
Bilanz erhalten, dann niimlich, wenn man die zugefiihrte Kieselsiiure- 
menge vergleicht mit der in Harn und Faeces zusammen ausgeschiedenen. 
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Eine solehe Bilanzuntersuchung muB entscheiden lassen, ob und wieviel 
von der aufgenommenen Kieselsiiure im Organismus innerhalb der Ver- 
suchsperiode zuriickbehalten, d. h. also gespeichert wird. 


Das Fehlen dieser wichtigen Grundlagen fiir die Kenntnis 
des Kieselsiiurestoffwechsels veranlaBte uns, in Selbstversuchen 
einen Beitrag zu ihrer Lésung zu liefern. Als Kieselsiure- 
priparat w&hlten wir das Natriumsilicat-Merck und zwar mit 
Brot verbacken, wie es uns von der Dr. Senftner & Co., G. m. 
b. H.-Stettin, freundlichst zur Verfiigung gestellt wurde. 

Die Versuche sind an uns selbst angestellt worden. Es 
wurde die Kieselsiure von je 48 stiindigen Perioden in Harn 
und kot bestimmt. Die Abgrenzung des Kots geschah mit 
Carmin. Von dem Mischharn der Gesamtperiode wurden je 
2 Proben zu 800 ccm, von dem sorgfiltig durchgemischten Kot 
ebentalls 2 Proben zu je etwa 50 g (auf 1 cg genau gewogen) nach 
dem in der vorangehenden Mitteilung von Kindt beschriebenen 
Verfahren verascht und auf Kieselsiiure in Doppelbestimmungen 
analysiert. Die Zahl der Kieselsiureanalysen betrigt 32. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in die Abteilungen I 
bis V der Tabelle niedergelegt. In den Versuchen der ersten 
Abteilung bestand die Erniihrung in frei gewihlter, nicht ana- 
lysierter Kost. In den Versuchen der zweiten Abteilung nahm 
jeder von uns insgesamt 1500 g Brot auf (also 750 ¢ in 
24 Stunden), dessen Kieselsiiuregehalt wir jeweils bestimmten. 
Als Zulage nahmen wir pro Tag 1/, Pfund Butter, 4 Eier und 
als Getriink der eine (R.) etwas Citronensaft, der andere (K.) 
eine kleine flasche hellen Bieres. Der Kieselsiiuregehalt 
dieser Zusatznahrung ist nicht festgestellt und mit Ausnahme 
des Bieres nicht bekannt. In der dritten Abteilung endlich 
war die Ernihrung ganz genau die gleiche wie in Abt. II, 
nur mit dem Unterschied, da8 wir das kieselsiiurehaltige Brot 
nahmen, dessen Gehalt wir zu 0,17°/, Kieselsiure bestimmten. 
— Wir kennen also in den Versuchen dieser Abteilung das 
Mehr an Wieselsiiure, das wir gegeniiber den sonst ganz gleichen 
Versuchen der Abt. II aufnahmen und kénnen es in Be- 
ziehung setzen zu dem Mehr an Kiesels&ure, das in dieser 
Abteilung gegeniiber der zweiten ausgeschieden wurde. 
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Die Betrachtung der Tabellen zeigt nun folgendes: 

In den Versuchen der Abteilung I ist die Gesamt- 
ausscheidung an Kieselsiiture bei beiden Versuchspersonen sehr 
verschieden, was zweifelios mit der ganz verschiedenen Art 
und Menge der Nahrung zu erkliren ist. Sie ist bei R. 3 mal 
so hoch als bei K. Verschieden ist auch die relative Ver- 
teilung dieser Ausscheidung auf Harn und Kot. R. scheidet 
etwa 5mal so viel Kieselsiure im Kot aus als im Harn, K. 
nur etwa 2mal so viel. Dies kénnte natiirlich an der Art der 
aufgenommenen Nahrungskieselsiiure legen, falls R. mehr 
schlecht resorbierbare aufgenommen haben sollte als K. Immer- 
hin sehen wir in den Versuchen der Abt. II, wo die Ernihrung 
bei beiden Personen fast genau die gleiche war, daB auch in 
diesen Versuchen R. mehr als doppelt so viel Kieselsiiure aus- 
schied als K., und da bei R. die Kotausscheidung relativ 
sehr hoch, bei K. umgekehrt die Harnausscheidung hoch, die 
Kotausscheidung relativ nicht so groB war. Es sieht also so 
aus, als ob fiir die in diesem Nahrungsgemisch enthaltene 
Kieselsiure der Umfang und die Art der Ausscheidung bei 
beiden Personen verschieden sind. 

In der eben schon erwihnten Abt. I] nahmen die Ver- 
suchspersonen in den gleichzeitig angestellten Versuchen 3 
und 5 gewoholiches helles Brot auf, dessen Kieselsiuregehalt zu 
0,051°/, bestimmt wurde. In den wiederum gleichzeitig durch- 
gefihrten Versuchen 4 und 6 war das von R. aufgenommene 
Brot sogenanntes Schwarzbrot, also reines Roggenbrot, mit 
einem Kieselsiuregehalt von 0,06°/,, was einer Aufvahme von 
0,45 g Kieselsiiture in 24 Stunden aus diesem Brot entspricht, 
wihrend K. wiederum das helle Brot nahm mit 0,051°/, 
Kieselsiiure, was einer Tagesaufnahme von 0,383 ¢ Kieselsiure 
aus dem Brot gleichkommt. Da die in der Butter und den 
Kiern enthaltene Kieselsiiure nicht bekannt und sicher nicht 
so klein ist, daB man sie auber acht lassen diirfte, so labt 
sich aus diesen Versuchen keine exakte Bilanz der Kieselsaure 
errechnen. Es sei aber auf zweierlei hingewiesen: erstens 
darauf, daB entsprechend dem hodheren Kieselsiuregehalt des 


Schwarzbrotes gegeniiber dem hellen Brot (0,06°/, zu 0,051°/,) 
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im Versuch 4 mit Schwarzbrot die Kieselsiureausscheidung im 
Harn gréBer ist, als im Versuch 8 mit hellem Brot und 
zweitens, daB in den beiden mit dem gleichen hellen Brot 
ausgefiihrten Versuchen 5 und 6 die Harnausscheidung sel: 
nahe tibereinstimmt. 

In der Abt. II endlich finden wir die wichtigsten Ver- 
suche, diejenigen niimlich, in denen das kieselsiiurereiche 
Senftnerbrot mit einem Gehalt von 0,17°/, Kieselsiiure ver- 
abfolget wurde. Die Aufnahme von Kieselsiiure mit diesem 
Brot ist in allen Versuchen dieser Abteilung die gleiche und 
betrigt 1,275 g in 24 Stunden. Die mit den Zusatznahrungs- 
mitteln aufgenommene Kieselsiure ist, wenn auch der GriBe 
nach unbekannt, ebenfalls die gleiche und identisch mit dem 
Gehalt der Zusatznahrung in Abt. Il. Berechnet man die 
Gcesamtausscheidung prozentual nur auf die mit dem Brot 
aufgenommene Kieselsiure, die nun in diesen Versuchen 
zwelfellos den Hauptanteil der aufgenommenen Kieselsiiure 
ausmacht, so findet man bei R. in Versuch 8 eine Ans- 
scheidung von 81°/,, bei K. in Versuch 10 nur von 61°/, der 
aufgenommenen Menge. Diese Zahlen sind aber in beiden 
Fillen sicher zu hoch, denn tatsiichlich ist ja mehr Kiesel- 
siiure aufgenommen worden als nur die im Brot enthaltene. 
Um nun die Bilanz exakter aufstellen zu kénnen, im Rahmen 
des iiberhaupt Moglichen, ist in der Abt. III folgende Be- 
rechnung durchgefiihrt worden: Betrachtet man nur die auf- 
genommene Hxtrakieselsiure, d. h. diejenige Menge, die iiber 
die in Abt. If bei Aufnahme gewéhnlichen Brotes verabfolgte 
in Abt. [If mehr gegeben worden ist, so betrigt diese Menge 
bei R. 1,275—0,450 =0,825 g und bei K. 1,275—0,383 = 0,892 g. 
Diese Mehraufnahme an Kieselsiiure wird nun in Beziehung 
gesetzt zu der Mehrausscheidung, d.h. also zu der Differenz 
der Zahlen aus Versuch 8 und 4 fir R. und aus 10 und 6 
fiir K. 

Die so erhaltenen Werte sind in Abt. IV zusammen- 
gestellt. Sie zeigen, daB die von beiden Versuchspersonen 
ausgeschiedenen Mengen der Extrakieselsiure ziemlich Ahnliche 
sind; die Gesamtausscheidung ist sogar fast genau gleich. Da 
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aber die Mehraufnahme bei K. gréBer war als in den ver- 
eleichbaren Versuchen von R., so errechnet sich fiir den pro- 
zentualen Anteil der ausgeschiedenen Kieselsiiure fiir R. eine 
héhere Zahl, niimlich 78°/,, fiir K. eine niedrigere, niimlich 
66,4°/,. 

R. hielt also 22°/, des Silicats innerhalb der Versuchs- 
zeit zuriick, K. 33,6°/, 


es 


In der Abt. V ist schlieBlich noch der Versuch gemacht, 
eine Mindestzahl fiir die Resorption zu errechnen. Dabei 
mu man von vornherein denjenigen Anteil auBer Rechnung 
lassen, der auf im Diinndarm resorbierte und im Dickdarm 
wieder ausgeschiedene Kieselsiiure kommt, da er nicht faBbar 
ist. Sicher resorbiert ist aber einmal alles, was von der auf- 
genommenen Menge nicht in den Ausscheidungen erscheint, 
also gestapelt worden ist, und sodann das, was im Harn aus- 
geschieden wird. Diese beiden Werte summiert miissen also 
eine Mindestzahl fiir die Resorption ergeben. 

Wie aus der Zusammenstellung hervorgeht, berechnet sich 
so fiir R. eine Mindestresorption von 37,8°/,, fiir K. eine 
solche von 33,6°/,, bezogen auf die Hxtrakieselsiiure, also auf 
das dem Brot zugesetzte Natriumsilicat. 

Unsere Versuche, die gewiB besser noch weiter ausgedehnt 
werden sollten, die aber wegen des unverhiltnismifig groBen 
Zeitbedarfes der 32 Kieselsiiureanalysen notwendig eingeschriinkt 
werden muBten, zeigen jedenfalls als sicheres Ergebnis, daS von 
der in der Nahrung aufgenommenen Kieselsiure ein erheblicher 
Teil zuriickbehalten werden kann, zum mindesten innerhalb 
der von uns gewihlten Versuchszeiten (Abt. IJ). DaB spiter 
die mehr aufgenommene Kieselsiure bei herabgehender Zufuhr 
wieder ausgeschieden wird, ist wohl méglich, aber ebenso wahr- 
scheinlich, da& es bei fortgesetzter Zufuhr zu einer Kumu- 
lierung der Kieselsiiure in den Organen kommen mu. Was 
speziell das Natriumsilicat betrifit, so wie wir es im Senftner- 
brot verbacken aufnahmen, so konnten wir zeigen, daB davon 
zwischen 22 und 33,6°/, innerhalb der Versuchszeit nicht 
ausgeschieden, d.h. also im KO6rper zuriickbehalten wurden, 
DaBS alle diese Zahlen nur anniihernde Werte darstellen, ist 
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angesichts der Schwierigkeiten der Versuchsanordnung nicht 
zu umgehen. Immerhin aber glauben wir den absoluten Werten 
durch die Art der Versuche und ihrer Berechnung sehr nahe 
gekommen zu sein. 
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Fortgesetzte vergleichende Untersuchungen iiber die Ein- 

wirkung von Alkali, Saéuren und Fermenten auf Hiweib- 

stoffe, Peptone, Polypeptide, 2,5-Dioxopiperazine und Ver- 
bindungen verwandter Strukturen. 


9) 


3. Mitteilung.}) 
Vou 
Emil Abderhalden und Herbert Mahn. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemcinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. §. 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Januar 1928.) 


Die im folgenden mitgeteilten Untersuchungen schlieBen 
sich unmittelbar an die vor kurzem veréffentlichten an. Sie 
verfolgen das gleiche Ziel, nimlich Aufsuchen von Befunden, 
die richtunggebend fiir die Auffassung der Struktur der Pro- 
teine werden kénnen. Unser Plan ist, einerseits das Verhalten 
von ganz verschieden zusammengesetzten Polypeptiden gegen- 
liber bestimmten Bedingungen, wie verdiinntem Alkali und 
verdiinnten Siiuren und ferner Fermenten, zu studieren und 
festzustellen, ob Proteine verschiedener Art unter genau den 
gleichen Bedingungen ein gleiches oder ein verschiedenes Ver- 
halten zeigen. Wir hoffen auf diesem Wege entweder zu Er- 
gebnissen zu kommen, die sich mit der Annahme einer Poly- 
peptidstruktur der Proteine vollkommen decken oder aber zum 
Schlusse zwingen, daB noch andere Strukturméglichkeiten im 
EiweiB vorhanden sind. Vor allem interessiert es uns, zu 
priifen, ob nicht auf dem eingeschlagenen Wege die Wirkung 





1) Vel. 1. Mitt., Diese Zs. Bd. 164, S. 159 (1927); 2. Mitt. Bd. 169, 
S. 196 (1957). 
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der Pepsinsalzsiure eine Aufklarung findet. Es bleibt zunichst 
die auffallende Tatsache bestehen, daB die Pankreasfermente 
EiweiB in weitgehendem Mae zum Abbau bringen kénnen 
und zwar auch dann, wenn nicht zuvor Pepsinsalzsiiure ein- 
gewirkt hat. Geht man von der Vorstellung aus, daB Pepsin 
aut eine besondere Bindungsart eingestellt ist, so bleibt schwer 
verstiindlich, daB Trypsin die gleiche Bindung auch lésen 
kann, es sel denn, was durchaus moglich ist, daf mit dem 
Einsetzen der Hydrolyse ganz neue Bedingungen geschaffen 
werden und bestimmte Bindungen eine Verinderung erleiden. 
In dieser Hinsicht gibt die Beobachtung einen Anhaltspunkt, dab 
die Hydrolyse bestimmter Polypeptide durch verdiinntes Alkali 
dadurch beschleunigt werden kann, dafB man die freie Amino- 
gruppe z. b. durch den Benzoylrest besetzt.’) Der Eintritt der 
8-Naphthalinsulfogruppe hemmt dagegen die Aufspaltung.?) In 
diesem Zusammenhang sei auch der Beobachtung von Max 
Bergmann und Arthur Miekeley*) gedacht, wonach serin- 
haltige Dioxopiperazine ganz allgemein die Tendenz aufweisen, 
unter Abspaltung eines Molekiils Wasser aus dem Serinrest in 
ungesiittigte Dioxopiperazine iiberzugehen. Wir haben auf der 
einen Seite das Alanin, das als Baustein von Dioxopiperazinen 
keinen Anla8 zu einer unstabilen Verbindung gibt und beob- 
achten, daf der Ersatz eines Wasserstoffatoms in ihm durch 
die Hydroxylgruppe sofort eine groBe Labilitiit hervorbringt. 

Beim Vergleich der Pepsin- und Trypsinwirkung muB auch 
beriicksichtigt werden, da® ersteres bei saurer und letzteres 
bei schwach alkalischer Reaktion zur Wirkung kommt. Nun 
wissen wir, daB nach den bisherigen Erfahrungen Proteine%), 


') Emil Abderhaldenu. H. Sickel, Diese Zs. Bd.170, 8. 134 (1927). 

*) Emil Abderhalden u. Sh. Suzuki, Diese Zs. im Erscheinen. 

°) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 458, S. 40, 76 (1927). 

*) Vgl. hierzu auch I. Jaitsechnikow, Jl. russ. phys.-chem. Ges. 
Bd. 58, §. 1878, 1874, 1377 (1926); Chem. Zbl. 1927, II, S. 1143, 1144; 
siochem. Zs. Bd. 190, 8. 115 (1927). — Jaitschnikow hat in seinen 
Studien tiber Siiure- und Alkalihydrolyse von Glycyl-glycin, Peptonen, 
Albumin, Casein, Gelatine, Keratin, Seide die Hydrolysengeschwindigkeit 
studiert. — Vgl. hierzu auch J. H. Northrop, J. of gener.-physiol. Bd. 3, 
S. 715 (1921), 
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Polypeptide und auch 2,5-Dioxopiperazine durch verdiinntes 
Alkali bedeutend leichter gespalten werden, als durch ver- 
diinnte Siure. Der Trypsinwirkung wird somit in gewissem 
Sinne schon durch die vorhandene p,, vorgearbeitet, wahrend 
bei der Pepsinwirkung eine solche Begiinstigung des Abbaus 
an und fir sich nicht vorliegt. Sicher ist, daf die Wirkung 
des zuletzt genannten Fermentes zu Abbaustufen vom Typus 
der Polypeptide fiithrt, waihrend Aminosiuren nicht gebildet 
werden. Es wird von groSem Interesse sein, zu priifen, ob 
Krepsin imstande ist, jene Produkte, die das Pepsin ibrig 
laBt, vollstiindig bis zu Aminosiiuren zu zerlegen. Es wire in 
diesem Falle bewiesen, daf Pepsin und Trypsin zum gleichen 
Endergebnis fiihren, nimlich zu Polypeptiden, die zur weiteren 
fermentativen Spaltung der Einwirkung des Erepsins bediirfen. 
Mit einer solchen Feststellung wire eine neue Grundlage zur 
Priifung der Wesensgleichheit oder aber Verschiedenheit der 
genannten Fermente gegeben. Mit Versuchen dieser Art sind 
wir beschiftigt. 

Zu den im experimentellen Teil dargelegten Versuchen 
dienten Elastin und Gelatine. Mit dem ersteren Protein 
wurden im AnschluB an die bereits mitgeteilten Untersuchungen 
Fermentversuche durchgefiihrt. Bei der Gelatine wurden 
neben solchen Studien tiber den Einflu8 einer bestimmten p,, 
und verschiedener Temperatur angestellt. Es sei zunidchst 
eine allgemeine Ubersicht iiber die ausgefiihrten Versuche ge- 
geben: Gelatine wurde in 12,5°/,iger Lithiumbromidlésung 
(nach Weimarn) dispergiert. In diesem Zustand lieBen wir 
auf sie 1. n-Salzsiure bei 18, 38, 50—55 und 70—75° ein- 
wirken. 2. n/2-Natronlauge bei 18°, 3. n-Natronlauge bei 18, 
38 und 50—55°. Endlich beobachteten wir das Verhalten 
der dispergierten Gelatine bei einer p,,=8,3 unter Kinhaltung 
einer Temperatur von 38°. 

Die Fermentversuche wurden in gleicher Weise an Elastin 
und an Gelatine durchgefiihrt. Wir lieBen einerseits Pepsin- 
salzsiure —- das Pepsin wurde jedesmal frisch aus Schweine- 
magen dargestellt — und andererseits Trypsin, das in hoch- 
aktivem Zustand zur Verfiigung stand, auf die genannten 
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Proteine mit und ohne Vorbehandlung mit verdiinnter Siaure 
bzw. verdiinntem Alkali einwirken. Die einzelnen Versuchs- 
reihen seien im folgenden kurz gekennzeichnet: Trypsin lieBen 
wir einerseits direkt auf die dispergierten Proteine einwirken, 
andererseits erst nach Vorbehandlung mit n-Salzsiure bzw. 
n-Natronlauge. Bei der Fermentwirkung wurde eine p,, von 
7,6—8,0 und eine Temperatur von 38° innegehalten. Weiterhin 
wurde Gelatine, nachdem sie mit Pepsinsalzsiure bei 38° in 
Lésung gebracht war, bei der gleichen Temperatur und ferner 
bei Zimmertemperatur (16—18°) der Wirkung von n-Natron- 
lauge ausgesetzt. An Stelle von Lauge schlossen wir der 
Pepsinsalzsiurewirkung diejenige von Trypsin an. Hierbei 
wurde eine p, von 7,8 eingehalten. Ferner verdauten wir 
Gelatine und Elastin bei einer p,, = 7,8—8,0 und 38° mit 
Trypsin und priiften nunmehr, was fiir eine Wirkung n-Natron- 
lauge bei 38° zu entfalten vermochte. Weiterhin lieBen wir 
bei den iiblichen Bedingungen Trypsin auf Elastin bzw. 
Gelatine einwirken und legten uns dann die Frage vor, 
ob Pepsinsalzsiure zu weiteren Veriinderungen fiihrt. Um 
weitere Erfahrungen an Modellen zu sammeln, haben wir 
Glycyl-1-tyrosin und das entsprechende 2,5-Dioxopiperazin 
der Wirkung von n-Natronlauge und von n-Salzsiiure aus- 
gesetzt. 

Die gestellten Fragen seien im folgenden an Hand der 
erhobenen Befunde beantwortet. 

Vergleicht man die Spaltungsgeschwindigkeit der ver- 
wendeten Proteine unter dem EinfluB von Alkali bzw. Siure 
unter vergleichbaren Bedingungen, dann erkennt man, was ja 
bereits bekannt ist, daB sie bei alkalischer Reaktion bedeutend 
mehr geférdert wird als bei saurer. Es laBt sich insbesondere, 
wenn man nur die ersten 12—32 Stunden in Betracht zieht, 
ungefaihr die folgende Reihe, die nach zunehmender Geschwin- 
digkeit, gemessen an der Zunahme an Aminostickstoff, an- 
geordnet ist, aufstellen: 

Normalsalzsiure / Zimmertemperatur < n / 2-Natronlauge / 
Zimmertemperatur ~ Normalsalzsaure bei 38° < Normalnatron- 
lauge / Zimmertemperatur < Normalsalzsiure bei 50—55° < 





Einwirkung von Alkali usw. auf Elastin usw. il 


Normalnatronlauge bei 38° < Normalsalzsiure bei 70—75° < 
Normalnatronlauge bei 50—55°% 

Der Versuch, durch Verfolgung von Drehungsiinderungen 
einen Einblick in den Gang der Hydrolyse bzw. allgemeiner 
ausgedriickt, der unter bestimmten Bedingung vor sich gehenden 
Verinderungen zu gewinnen, muB nach dem jetzigen Stand 
unserer Kenntnisse als gescheitert betrachtet werden. Es 
lieBen sich keine Beziehungen zwischen den Drehungsveriinde- 
rungen und dem Zuwachs an Aminostickstoff feststellen. Ab 
und zu waren solche vorhanden, zumeist jedoch nicht. Auch 
dann, wenn analoge Abbaureihen zum Vergleich kamen, bei 
denen nur die Temperatur verschieden war, vermiften wir 
vielfach Ahnlichkeiten im Verlauf der Drehungskurven. Man 
wird dennoch der Verinderung des Drehungsvermégens bei 
Kinwirkungen verschiedener Art auf Proteine und deren Abbau- 
stufen Aufmerksamkeit zuzuwenden haben, weil, wie die Er- 
fahrung zeigt, doch Fille vorkommen, die durch den charakte- 
ristischen Verlauf der Drehungskurve auffallen, und damit 
Hinweise auf ein besonderes Geschehen an bestimmter Stelle 
des Reaktionsverlaufs ergeben. So ist es von groBem Interesse, 
daB die Drehungskurven, die beim Abbau der genannten Pro- 
teine mittels n-Natronlauge bei verschiedener Temperatur er- 
halten wurden, stets zuniichst einen Abfall der Drehung auf- 
wiesen, dem dann stets eine gréBere oder geringere Drehungs- 
zunahme folgte. Mit steigender Temperatur setzte der Anstieg 
immer friiher ein, Gleichzeitig war er weniger ausgesprochen. 

Ks ist iibrigens nicht iiberraschend, daB die Deutung der 
Drehungsinderung in ihren Beziehungen zum Verlauf der 
Aminostickstoffkurve Schwierigkeiten macht, entstehen doch 
fortlaufend mannigfache Abbaustufen, die bald nach rechts, bald 
nach links drehen, wodurch natiirlich der Verlauf der Drehungs- 
kurve in uniibersehbarerweise beeinfluBt wird. Nur dann, wenn 
an bestimmten Stellen besonders auffallende Drehungsinderungen 
in besonderer Richtung zutage treten, hat der Befund insofern 
Bedeutung, als besondere Versuche einsetzen kénnen, um Ein- 
blick in die Ursache der festgestellten besonderen Erschei- 
hnungen zu gewinnen. 

4* 
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Auf Grund der bisher ausgefiihrten Modellversuche, wobei 
unter gleichen Bedingungen Polypeptide und 2,5-Dioxopiper- 
azine mit verdiinntem Alkali und verdiinnter Siure bei ver- 
schiedenen Temperaturen zur Ausspaltung kamen, kann man 
bei sehr vorsichtiger Bewertung der Ergebnisse der Ausspaltung 
der angewendeten Proteinoide zum Ausdruck bringen, dab 
trotz der merklichen Verzégerung der Wirkung der n-Salzsiure 
gegeniiber derjenigen des n-Alkalis die Siurewirkung die 
Spaltungsgeschwindigkeit stiirker fordert als das bei den ge- 
nannten Verbindungen bekannter Struktur der Fall war. 
Hierzu ist zu bemerken, da endgiiltige SchluBfolgerungen erst 
moglich sein werden, wenn die Zahl der Modellversuche wesent- 
lich vergréBert worden ist. Es gilt vor allen Dingen, Poly- 
peptide mit einer noch gréBeren Anzahl von Bausteinen in 
ihrem Verhalten gegen Alkali und Saure zu priifen. 

Auf Grund von Beobachtungen iiber den fermentativen Ab- 
bau von Polypeptiden ist mit der Méglichkeit gerechnet worden, 
daB der Abbau von Proteinen mittels Fermenten so erfolgt, 
daB Polypeptidketten unter Abspaltung von Aminosiuren ge- 
kiirzt werden. fiir eine solche Annahme schien auch die 
Beobachtung zu sprechen, daf frihzeitig Tyrosin, Tryptophan, 
Leucin usw. in Erscheinung treten, wenn z. B. Pankreassaft 
auf KiweiBstoffe einwirkt. Wir haben beim Abbau der Pro- 
teinoide Elastin und Gelatine unser Augenmerk ganz besonders 
auf das Erscheinen von Aminosiuren neben Polypeptiden ge- 
richtet, und zwar verwendeten wir die Titration der beiden 
genannten Verbindungstypen nach Willstitter. Es zeigte 
sich, daB bei den genannten Proteinoiden unter den von uns 
angewendeten Bedingungen sich bei fortschreitender Hydrolyse 
zunichst Polypeptide bilden. Erst spaiter treten Aminosiuren 
auf. Von groBem Interesse ist, daB in der genannten Be- 
ziehung zwischen den Versuchen, bei denen Alkali bzw. Siure 
zur Anwendung kam, keine in Betracht kommenden Unter- 
schiede im Verlauf der Hydrolyse zu finden waren. Wire bei 
der Alkalieinwirkung die Zunahme an Polypeptiden gréBer 
gewesen als bei der Siurewirkung —. gemeint sind nicht ab- 
solute, sondern relative Werte in Hinsicht auf die Amino- 
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siuren —, dann hitte man mit ziemlicher Sicherheit darauf 
schlieBen kénnen, daB 2,5-Dioxopiperazine oder ihnliche Ver- 
bindungen zur Aufspaltung gekommen sind, weil die genannte 
Strukturform von Saure viel schwerer angegriffen wird als 
durch Alkali. Es bleibt zunichst unentschieden, ob die Zu- 
nahme an Polypeptidketten beim Abbau der genannten Pro- 
teinoide mittels Alkali bzw. Siure darauf beruht, daB siure- 
amidartig verkuppelte Aminosiuren unter Bildung von neuen 
Polypeptiden zerlegt werden. Es ist ebensogut méglich, dab 
bestimmt konfigurierte Ringsysteme zur Spaltung kommen. 
Man wird an die Méglichkeit denken miissen, da8 nicht nur 
Sechsringsysteme in Betracht kommen, sondern auch solche 
cyclische Kombinationen, bei denen eine gréBere Anzahl von 
Kohlenstoffen bzw. Stickstoffatomen beteiligt ist. Ausdriicklich 
hervorheben wollen wir noch, da8 unsere Feststellung sich 
zunichst nur auf die von uns untersuchten Proteinoide be- 
ziehen. Der eine von uns wird in Balde gemeinsam mit 
Herrn Kroner iiber entsprechende Untersuchungen an Pro- 
teinen berichten. 

Waldschmidt-Leitz*) hat bereits bei einer p,,=8,2 eine 
merkliche Aufspaltung von Gelatine beobachtet. Da diese An- 
gabe in Widerspruch mit unseren Feststellungen steht, haben 
wir in der Annahme, es kénnte die Dispergierung in Lithium- 
bromidlésung die Einwirkung des Alkalis beeinflussen, Gelatine 
in Wasser gelést. Auch hierbei erwies sich eine p, in den 
Grenzen der von Waldschmidt-Leitz gewihlten GréBen- 
ordnung als unwirksam. Es bleibt zur Erklirung des Wider- 
spruches die Méglichkeit, daB Waldschmidt-Leitz ein anderes 
Gelatinepraparat in Handen hatte. Sie stellt ja an und fiir 
sich kein ganz einwandfreies Ausgangsmaterial dar, falls nicht 
an ein und demselben Praparat vergleichende Versuche durch- 
gefiihrt werden, weil ihre Gewinnung mit mehr oder weniger 
tiefgehenden Veriinderungen des Substrates verkniipft sein kann. 

Von besonderem Interesse erscheinen uns die Beobach- 
tungen tiber die Kinwirkung der Fermente des Pankreassaftes 


1) Diese Zs. Bd. 132, S. 178 (1924). 








54 Emil Abderhalden und Herbert Mahn, 


auf einerseits mit n-Alkali und andererseits mit n-Siure vor- 
behandeltes Eiwei®. Die nicht vorbehandelten Proteinoide 
werden durch die genannten Fermente rascher abgebaut als 
die vorbehandelten. Zum Teil diirfte das darauf beruhen, dab 
insbesondere bei der Einwirkung von Alkali die Hydrolyse 
schon erheblich fortgeschritten ist, ehe die Fermentwirkung 
zur Kntfaltung kommt. Die vorhandenen Abbaustufen diirften 
nach allgemeiner Erfahrung auf die weitere Aufspaltung der 
vorhandenen Abbaustufen hemmend wirken. Auffallend ist, 
daB der Abbau des mit n-Salzsiure vorbehandelten Proteinoids 
fast ebenso rasch durch die angewandten Fermente verlief, wie 
wenn keine Vorbehandlung stattgefunden hitte. Ferner vollzog 
sich der Abbau, gemessen an frei werdenden Aminogruppen 
im genannten Falle am weitesten. Diese Unterschiede deuten 
vielleicht auf verschiedene Angriffspunkte bzw. verschiedene 
Wirkungsweisen der Siure und des Alkalis hin. Man darf 
allerdings nicht auBer acht lassen, daB sowohl Alkali als auch 
Siiure auf das so komplizierte Gebilde der Proteine und ihrer 
Abbaustufen in mancher Hinsicht umlagernd und die ganzen 
Strukturverhiltnisse beeinflussend einwirken kénnen. Wir haben 
noch viel zu wenig Einblick in die gegenseitige Beeinflussung der 
einzelnen Aminosiurearten. Die Verkniipfung mit anderen der im 
KiweiB vereinigten Komplexe kann sich in mannigfaltiger Weise im 
einzelnen Baustein auswirken, und diese selbst wiederum kénnen 
die Gesamtstruktur und -konfiguration der zusammengesetzten 
Verbindung tiefgehend beeinfiussen. Wir miissen uns zurzeit 
mit den uns bekannten Strukturméglichkeiten abfinden, jedoch 
diirfen wir uns diese nicht zu stabil vorstellen. Die Idee einer 
Aktivierung der Substrate im Sinne einer Lockerung von Bin- 
dungen durch die vorhandenen Bedingungen, d. h. einer Um- 
ordnung von Atomgruppierung unter dem EKinflu8 von solchen, 
wodurch dann der Fermentangriff erméglicht wird, ist gewiB 
nicht von der Hand zu weisen. Alkali und Siiure diirften in 
dieser Hinsicht verschieden wirken. 

Wurden die Proteinoide an Stelle von n-Salzsiure mit 
Pepsinsalzsiure in Lésung gebracht, und nachtriiglich mit den 
Fermenten des Pankreassaftes behandelt, dann ergaben sich 
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Aufspaltungsverhiltnisse, die denen zu gleichen schienen, die 
nach Vorbehandlung mit Saure zu beobachten waren. Auf- 
fallenderweise war der Abbau durch die zuletzt genannten 
Fermente verhiltnismaBig gering. Hervorgehoben sei noch, 
daB die in Lithiumbromid dispergierte Gelatine durch n-NaOH 
etwas rascher gespalten wurde als solche, die mit Pepsinsalz- 
siure gelést war und dann mit n-NaOH abgebaut wurde. Der 
Abbau durch Pepsinsalzsiure selbst war, gemessen an der Zu- 
nahme des Aminostickstoffs, nicht sehr erheblich. 

Wurden die beiden Proteinoide — Gelatine und Elastin — 
mit Pankreassaft vorbehandelt, und nunmebr der Wirkung von 
n-Natronlauge bei 38° ausgesetzt, dann verlief die weitere Auf- 
spaltung langsam. Es beruht dies offenbar darauf, daB schon 
viele Bindungen durch die Fermentwirkung gelést waren. 

Wir haben endlich noch Gelatine und Elastin mittels 
Pankreassaftfermenten weitgehend abgebaut und dann gepriift, 
ob Pepsinsalzsiure noch eine weitere Hydrolyse bewirkt. Es 
zeigte sich, daB weder diese noch n/10-Salzsiure allein in der 
erwihnten Weise vorbehandelte Gelatine wihrend 48 Stunden 
verindert. Beim Elastin hatte die Nachbehandlung mit Pep- 
sinsalzsiure noch eine geringe Wirkung. Sie war jedoch un- 
bedeutend. Diese Beobachtungen scheinen uns insofern von 
Interesse, als durch sie dargetan wird, da’ die Fermente des 
Pankreassaftes den Abbau der angewandten Proteinoide so 
weit getrieben haben, dab Pepsinsalzsiure keine Angriffspunkte 
mehr fand, d. h. es lieben sich auf dem eingeschlagenen Wege 
keine besonderen Strukturen nachweisen, die eventuell nur von 
der Pepsinsalzsiure erschlossen werden kénnten. Es bleibt 
trotzdem die Méglichkeit, daB Pepsin auf andere Strukturen 
eingestellt ist als Trypsin. Es kénnte sein, daB die Salzsiure 
jene Strukturbeziehungen schafft, die dem Pepsin den Angriff 
auf das Kiweii erméglichen, wihrend Alkali vielleicht Um- 
lagerung bedingt, die dem Trypsin es erméglichen, das Ki- 
wei8 weitgehend zu zerlegen. Es ergibt sich nun noch das 
Problem, ob nach kiirzerer Kinwirkung von Alkali bzw. von 
Pankreasfermenten Pepsinsalzsiure sich noch als wirksam er- 
weist. Zur Liésung dieses Problems sind die angewandten Pro- 
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teinoide nicht besonders geeignet, weil die Pepsinsalzsiure | 
keinen ausreichend grofen Abbau bewirkt. Die Beantwortung 
der gestellten Frage wird deshalb an anderen Modellen ver- 
sucht werden. 


Experimenteller Teil. 


Aufspaltung von Gelatine in 12,5°/, iger Lithiumbromidlésung 

mit Normalsalzsaure und Normalnatronlauge bei verschiedenen 

Temperaturen und mit Halbnormalnatronlauge bei Zimmer- 
temperatur (Versuch 1—8). 


Die Aufspaltung mit Normalsalzsiure wurde bei Zimmer- 
temperatur, bei 38°, bei 50—55° und bei 70—75°, die Aut- 
spaltung mit halbnormaler, Natronlauge bei Zimmertemperatur 
und mit Normalnatronlauge be: Zimmertemperatur, bei 38°, 
bei 50—55° untersucht. 


Versuch 1—8. Fiir jede Versuchsreihe wurden 5g Gela- 
tine in 100ccm 12,5°/,iger Lithiumbromidlésung unter krif- 
tigem Schiitteln dispergiert. In 10—15 Minuten trat Losung ein. 
Zunichst wurden vor dem Zusatz von Saure oder Lauge drei 
Proben (1—8) je 2ccm Lésung entnommen, um die Anfangs- 
werte der Gelatinelésung zu bestimmen. Ks ist ganz allgemein 
zu beobachten, daB sich die Gelatinelésungen schon im Moment 
der Zugabe von Siure oder Lauge etwas verandern. 

1. 2ccm Lésung wurden mit Wasser auf 8 ccm verdiinnt. 
In dieser Probe wurde durch Formoltitration nach Sérensen 
der Aminostickstoff ermittelt. 

2. Weitere 2ccm Liésung wurden ebenfalls mit Wasser 
auf 8ccm verdiinnt, darauf wurden nach Willstitter-W ald- 
schmidt-Leitz zuerst in 50 °/, igem (I) und dann in 90°/, igem (II) 
Alkohol mit n/5-Lauge die Polypeptide und Aminosiuren titriert. 

3. Die letzten 2ccm Lésung wurden mit 2ccm Wasser 
verdiinnt und dienten zur Bestimmung der Drehung der Prote- 
noidabkémmlinge. Die Drehung wurde im 2 cm-Rohr bestimmt. 
Eine Quecksilberquarzlampe diente als Lichtquelle. Das Licht 
wurde durch ein vorgesetztes graugriines Umbraglas gefiltert, 
um mdglichst monochromatisches Licht zu erhalten. 
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Nach der Entnahme der erwahnten 6ccm wurde der Lé- 
sung fiir die Saéurespaltungen das gleiche Volumen 2n- Salz- 
siure, fiir die Alkalispaltungen das gleiche Volumen 2 n-Natron- 
lauge bzw. Normalnatronlauge zugefiigt, so daB die Liésungen 
auf Saiure bezogen einfachnormal, auf Alkali bezogen ent- 
weder einfach- oder halbnormal und in bezug auf Gelatine 
etwa 2,5°/,ig waren. 

Nun wurden zuniachst sofort nach der Zugabe der Siure 
oder Lauge, dann in den angegebenen Zeitintervallen zweimal 
je 4ccm Lésung entnommen, die mit 4ccm Normalalkali oder 
Normal- bzw. Halbnormalsalzsiiure neutralisiert wurden. Die 
Aufarbeitung der 2 Proben erfolgte so, dab 


1. in 8ccm wiederum durch Formoltitration nach Séren- 
sen der Aminostickstoff bc tir.t wurde, 

2. in weiteren 8com wwsung nach Willstaitter-Wald- 
schmidt-Leitz in 50°/,igem (I) und in 90°/,igem (II) Alkohol 
die Polypeptide und Aminosiuren ermittelt wurden. 


Die Anderungen der Drehung der Protenoidabkémmlinge 
wurden ia der Weise verfvigst, daB die Drehung der salzsauren 
oder alkalischen Gelatinelésungen im 2cm-Rohr im Queck- 
silberlichte in den gleichen Zeitabschnitten festgestellt wurde, 
wie sie fiir die Titrationen angegeben sind. Die Polarisations- 
rohre wurden mit ihren Lésungen in einer auf elektrischem 
Wege erwirmten Trommel auf die gleiche Temperatur er- 
wirmt, wie sie bei den entsprechenden, zur Verfolgung der 
Aufspaltung an Hand der Aminostickstoffwerte usw. angesetzten 
Versuchen innegehalten wurde. 


AuBerdem wurde der Zeitpunkt der Kupfersalzbildung der 
Protenoidabkémmlinge festgestellt. Es wurden 4ccm Lésung, 
die mit Siiure oder Alkali neutralisiert waren, mit Wasser auf 
20 ccm verdiinnt, mit einer wabrigen Aufschlimmung von Kupfer- 
oxyd, das gegen Lackmus neutral reagierte, versetzt und eine 
Stunde im siedenden Wasserbade erhitzt. Nach dem Erkalten 
wurde vom unverbrauchten Kupferoxyd abfiltriert. 


Von allen Protenoidabbaulésungen wurde stets der Ge- 
samtstickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 
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Die Anordnung aller Tabellen ist so, soweit nicht ausdriicklich 
ein anderes Schema angegeben ist, da8 zunichst die Drehwinkel der Lé- 
sungen angegeben sind. Der jedesmal neu bestimmte Nullpunkt ist in Au 
Klammern hinter die Drehwinkelangabe eingefiigt. In den Kolonnen, 
die die Titrationswerte angeben, ist der Prozentsatz des Gesamtstick- == 
stoffs aufgeschrieben worden, der ecinmal nach Sérensen als Amino- | 
stickstoff, dann nach Willstitter-Waldschmidt-Leitz als Amino- Zi 
stickstoff der Polypeptide (I) und als Aminostickstoff (IJ) der Amino- fr i 
siuren festgestellt wurde. Die Zeit ist fortlaufend in Stunden angegeben. | S 


Belege zu Tabelle I und IL. 

1. Normalsalzsiiure bei Zimmertemperatur (15—18°). 
Gesamtstickstoff bestimmung der salzsauren Gelatinelésung. 
1. 4 cem Lésung; 9,8 ecm n 10-H,SO, verbraucht; 0,34 °/) N. 
2. 4cem Lésung; 9,9 eem n/10-H,SO, verbraucht; 0,35 °/, N. 


2. Normalsalzsiiure bei 38°. 
Gesamtstickstoffbestimmung der salzsauren Gelatinelésung. 
1. 2cem Lésung; 4,72 eem n/10-H,SO, verbraucht; 0,33 °/, N. 
2. 2 ccm Loésung; 4,71 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,33°/, N. 


~~ ~~ rh. a 


3. Normalsalzsiiure bei 50—55% 
Gesamtstickstoffbestimmung der salzsauren Gelatinelésung. 
1. 83cem Lésung; 6,52 eem n/10-H,SO, verbraucht; 0,305 °/, N. 
2, 3cem Lésung; 6,47 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,301 °/, N. 
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4. Normalsalzsiiure bei 70—75°. 
Gesamtstickstoffbestimmung der salzsauren Gelatinelésung. 
1. 3cem Lésung; 7,18 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,335 °/, N. 


5. Halbnormalnatronlauge bei Zimmertemperatur. 
Gesamtstickstoffbestimmung der alkalischen Gelatinelésung. 
1. 3cem Lésung; 7,19 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,335 °/, N. 
2. 3cem Lésung; 7,20 ccm n/10-H,SO, verbraucht; 0,336 °/, N. 


6. Normalnatronlauge bei Zimmertemperatur. 
Gesamtstickstoffbestimmung der alkalischen Gelatinelésung. 
1. 3 cem Lésung; 7,47 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,349 °/, N. 
2. 3cem Lésung; 7,57 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,354 °/, N. 


7. Normalnatronlauge bei 38°. 
Gesamtstickstoffbestimmung der alkalischen Gelatinelésung. 
1. 3eem Lésung; 7,38 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,345 °/, N. 
2. 3 ecm Lésung; 7,41 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,346 °/, N. 
8. Normalnatronlauge bei 50—55°. 
Gesamtstickstoffbestimmung der alkalischen Gelatinelésung. 
1. 3cem Loésung; 7,48 ecm n/10-H,SO, verbraucht; 0,349 °/, N. 
2. 3eem Lésung; 7,51 eem n/10-H,SO, verbraucht; 0,351 °/, N. 
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Tabelle I. 
Aufspaltung von Gelatine mit Normalsalzsiiure bei verschiedenen 
Temperaturen. ; 
1 2 
~ | 

i Zeit!  Drehung Z  Willstiitter -_ — = | Willstitter 

- _ In Pes ; “ 

Sta =” 5 | 1 jam | sta.| ll S| 1/it 

2 RD | | 

17 0 0,62 (+0,35) | 8%, 2% 4%] O |—0,61 (40,35) | 7%.) 1%, 3% 
9} 0 —0,60 (+0,35) | 9 |}2 |5 0 |—0,60 (+0,35) | 8 2 64 
3] 1 —0,58 (+0359 |2 |5 1 '-0,52 (+0,35) | 8 | 2 15 
161), —0,54 (+0,36) 9 2 5 2'/,|—0,50 (+0,34) | 10 8 {5 
‘ 18'/, —0,52 (+0,36) (10 |3 |5 3'/,|/-0,49 (+0,35) | 10 3 15 
6} 22'/, -0,51 (+0,37) |10 (8 (5 6 |—0,51 (+0,35)") 11 4 15 
7139 —0,41 (40,35) |10 §3 15 7'/,|—0,48 (40,85) | 11 4 15 
Bi 42°, -—0,49 (40,35) |11 (4 5 23'/,|—0,46 (40,35) | 14 7 #I5 
9] 87 0,48 (40,36) 11 5 6 [25 |—0,49 (+0,36) [14 | 7 /5 
0196 -—0,53 (+036) |11 (5 |6 26'/,|—0,52 (+0,36) | 14 7 15 
14113 -—0,49 (40,36) |12 6 (6 714/,|-0,45 (40,35) |21 [18 /|6 
241377), 0,50 (+0,35)) 18 7 6 | 79%/,|—0,40 (+0,35) (21 18 |6 
8 1167'/, —0,53 (+0,35) | 14 7 6 — | ~~ — - 
44185"), -0,51 (+036) 14 8 (6 — | — — |— |- 

3 4 

1] 0 0,60 (40,34) | 7%| 1%) 8%] O  |—0,56 (+0,30) | 7%) 1%/)/ 3%, 
2] 0 (—0,58 (+0,35) | 8 2 |4 10 |—0,56 (+0,33) | 8 2 |4 
8 0,56 (+0,34) |10 | 2 | 6 |, (|-0,49 (40,33); 11 | 4 | 5 
47 1 |-0,49 (+0,34)%)| 11 $3.16 |1 —0,47 (+0,33) |15 | 7 | 5 
5] 11/,/-0,47 (+0,34) | 12 4 |6 | 14, |—0,42 (+0,82) 117 | 9 | 5 
6] 2 0,46 (+0,34) | 14 7 |6 | 21, |—0,40 (+0,32) | 23 (15 6 
T] 3) |—0,47 (+0,34) | 14 7 6 31, |-0,88 (+0,33) (24 |16 | 7 
8] 5'/,/-0,43 (40,33) |17 9 6 | 5%/, _—0,35 (+0,33) | 24 [16 | 7 
9] 7 |-0,43 (+0,38) |18 |10 | 6 | 7/, |-0,27 (+0,33) |32 [22 | 9 
0] 9%) |-045 (40,33) lar 113 | 7 9'/.?)| —0,29 (+0,33) |38 |26 {11 
1} 11 |-0,45 (40,33) |}28 |14 | 7 [11"/, |-0,80 (40,33) | 42 | 29 u 
2114 |—0,42 (40,33) |26 (16 | 8 |14"/, |—0,28 (40,32) |43 |30 |11 
3) 16 |—0,40 (+0,34) |}28 {17 8 1164/, '—0,26 (+0,31) |44 | 32 a 
47} 20°) |—0,39 (+0,33) |32 | 20 | 9 {201/,*) —0,27 (40,31) | 47 | 33 13 
5425 |—0,39 (40,32) |37 |25 10 fj— | — iI—- —«j——s [= 








') Bildung des Kupfersalzes. 
*) 15 Stunden Stehen bei 0°. 
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Tabelle II. 


Aufspaltung von Gelatine mit Halbnormalnatronlauge bei Zimme; 
temperatur und mit Normalnatronlauge bei verschiedenen 























1) Bildung des Kupfersalzes. 
8) 14 Stunden Stehen bei 0°. 



























































Temperaturen. 
5 6 
Zeit  Drehung = & Willstatter | Zeit Drehung 5 a Willstat 
in ° ES I | Il | Std. in * ie ee ae 
| i 

—0,56 (+0,30)} 8°/,| 2%)|3°/,] O |—0,58 (+0,24)| 8°/,| 2°) | 
—0,54 (+0,32)] 9 3 |4 0 |—0,51 (+0,24) 3 14 
—0,43 (+0,33)| 9 3 |4 1/, |—0,49 (+0,24) Bot 5 
—0,45  (+0,33) | 10 3 {4 3/4 |—0,48 (+0,24) S tf 
— 0,471) (+0,33) | 10 3 15 11/,,—0,89 (+0,24) 4-4 
—0,43 (+0,82)]11 3 15 15/4; —0,871) (+-0,24) 4.14 
—0,43 (+0,32) | 11 8 15 23/,;—0,34 (+0,23) 4 if 
—0,40 (+0,31) | 12 4 15 35/,|—0,39  (+0,23) 5 | 6 
—0,38  (+0,32) | 16 Ss 15 61/,;-0,40 (+0,23) 6 | 4 
—0,41 (+0,82) | 16 8 {5 83/,1—-0,31  (+0,23) 10 | 6 
—0,40 (+0,82)/18 [10 {5 231/,|—0,80 (+0,24) 17 tf 
—0,38 (+0,32)/19 |10 |5 26'/,;—0,29 (+0,31) 16 | 
—0,388 (+0,81)/19 |11 [5 301/,}-0,32 (+0,30) 3 
—0,37 (+0,31)/22 {13 |6 32'/,;—0,26 (+0,81) 20 | 
—0,384 (+0,30)/22 |14 /|6 47'/,|—0,22 (+0,29) + an 

— |!— |— | 56'/,J—0,22 (+0,31) 25 
— |j— |— 71'/,;—0,20 (+0,30) 25 it 

— !— I— ]1281/,)-0,18 (+0,81) 29 

7 8 
1 0 ,—0,54 (+0,31)} 8°/,; 3%,| 3°/5] 0 {—0,57 (+0,80) La 8°), 

21 0 |-0,56 (+0,31)} 9 8 |4 10 —0,55 (+0,31)| 9 3 

3 1/, |—0,50 (+0,81) | 12 4/7 1, = |—0,49  (+0,30) 3 

4] %/, |-0,45 (+0,30) | 13 5 | 7 1/, |—0,45 (+0,80) 4 

5 1 |—0,441) (+0,30) | 14 7 49 3/, |—0,411) (+0,32) 7 
6] 1/,/-0,89 (+0,30/15 | 7 17 |1  |-0,42 (+0,32) ei 
7 2 |—0,45 (+0,31)|17 8 7 11/, |—0,385 (+0,30) 10 
8} 21/,|—-0,89 (+0,81)/19 | 11 2 i323 —0,30 (+0,30) 13 | § 
9] 3 |-0,84 (+0,30)/20 |12 | 7 | 2"/, |—0,26 (+0,31) 14 | 8 
10} 4 |—0,382 (+0,82)}22 |14 |17 8 —0,23 (+0,31) 19 | § 
11 6 |—0,29 (+0,31)|26 | 18 7 4 —0,18 (+0,31) 20 {10 
2 8 |—027 (+0,32)/30 | 21 8 |6 —0,14 (+0,32) 24 {13 
18 | 23 |—0,19 (+0,81)/43 |30 {12 | 8 —0,10 (+0,81) 28 {It 
14] 27 |-0,15 (+0,31)/47 [82 |14 |11%) |—0,10 (+0,32) 32 |i 
15 | 30 |—0,18 (+0,32)/47 |382 {14 415 —0,05 (+0,31) 34 {18 
16] 382 |—0,14 (+0,30)}49 |32 |15 [17 —0,04 (+0,81) 36 {18 
17 | 47 |—0,11 (+0,80)/51 |84 [18 212) |—0,05 (+0,31) 85 = (22 
18 | 56 !—0,12 (+0,31)|53 |34 [19 [29'/,3/+0,00 (+0,82) 88 [23 
19 —0,09 (+0,31)/56 |36 |20 | — — — |- 
—0,05 (+0,29);63 |88 (26 | — — — |- 





2) 151/, Stunden Stehen bei 0°. 
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Aufspaltung von Gelatine in 12,5°/,iger Lithium- 
bromidlésung und von Gelatine in waBriger Lésung bei einem 
P;; = 8,8—8,5 bei 38° (Versuch 9—10). 

Die Beobachtung von Waldschmidt-Leitz}), wonach 
Gelatine bereits bei einem p,, = 8,2 bei einer Temperatur von 30° 
nach 1 stiindigem Stehen merklich aufgespalten wurde, lieB, da 
sie mit den von uns gemachten Erfahrungen sich nicht deckt, 
eine Wiederholung des Versuches wiinschenswert erscheinen. 
Jn einer Versuchsreihe (9) wurde die Gelatine in 12,5 °/,iger 
Lithiumbromidlésung bei einem p,, = 8,3 bei 38° angesetzt. 
Da unter den angegebenen Bedingungen in keinem Falle — 
es wurden mehrere Reihen durchanalysiert — eine Zunahme 
an Aminostickstoff auch nach langerem Stehen zu beobachten 
war, nur die Drehung rasch abfiel, um nach einiger Zeit fast 
unveriindert die gleiche Héhe beizubehalten, dachten wir an 
die Méglichkeit, daB bei anderen Liésungsbedingungen eine 
Aufspaltung zu erreichen sei. Es konnte namlich Frinkel?) 
beobachten, daB Gelatine, die durch Erwirmen in Wasser 
gelést wurde, rascher reagierte als Gelatine, die bei niedrigerer 
Temperatur in Loésung gebracht war. Es wurde zu einer 
zweiten Versuchsreihe (Versuch 10) eine durch Erwirmen von 
Gelatine in Wasser hergestellte Lésung verwendet. Dies hatte 
noch den Vorteil, daB dadurch die eigenen Versuchsbedingungen 
den von Waldschmidt-Leitz gewihlten besser angeglichen 
waren, als es durch die Dispergierung von Gelatine in Lithium- 
bromidlésung erreichbar war, da Waldschmidt-Leitz wiaBrige 
Lésungen von Gelatine fiir seine Untersuchungen verwendet hat. 

In dem einen Versuch (9) wurden 5 g Gelatine in 100 ccm 
12,5 °/,iger Lithiumbromidlésung in der oben angegebenen Weise (Ver- 
such 1—8) gelést. Darauf wurde die Lésung mit Wasser auf 400 cem 
verdiinnt und mit Natronlauge auf ein py = 8,3 eingestellt. Dann 
wurden 50 ccm Boratpuffer (py = 8,3) nach Sdrensen zugegeben. Die 
Lésung wurde dann genau auf 500 ccm aufgefillt. Das py, wurde mehrmals 


nach der Indicatorenmethode zu Beginn und am Ende der Versuchsreihe 
ermittelt. Bei beiden Bestimmungen wurde ein p;,; = 8,3 gefunden. 


1) Diese Zs. Bd. 182, S. 198 (1924). 
2) Diese Zs. Bd. 170, S, 247 (1927). 
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In den anderen Versuchen (10) wurden 5 g Gelatine in 100 cem 
Wasser im siedenden Wasserbade gelést. Nach 5 Minuten trat Lésung ein. 
Es wurde auf 400cem verdiinnt, mit Natronlauge auf ein p;;= 8,5 eingestellt; 
ferner wurden 50 ecm Boratpuffer (py = 8,5) nach S6rensen zugegeben. 
Die Lésung wurde dann mit Wasser auf 500 cem aufgefiillt. Im Anfang 
und am Ende der Versuchsreihe wurde das py, wie oben, bestimmt. Bei 
beiden Messungen betrug es 8,5. Die Konzentration an Gelatine war in 
beiden Lisungen etwa 1°/,. Als Versuchstemperatur wurde 33° gewahlt. 

Die weitere Aufarbeitung dieser Reihen (Versuch 9 und 10) war 
so, daB der Aminostickstoff nach Willstitter-Waldschmidt-Leitz 
in 50°/,igem und in 90 °/,igem Alkohol bestimmt wurde. Zu jeder Probe 
wurden 10 cem Lésung entnommen. Die Anderungen der Drehung der 
Protenoidabkémmlinge wurden in den gleichen Zeitabschnitten wie die 
Titrationen im 10 em-Rohr in der iiblichen Weise beobachtet. 

In beiden Reihen, die mehrtach angesetzt waren, konnte 
zwar eine Veriinderung der Drehung beobachtet werden, aber 


keine Zunahme an Aminostickstoff. 


Belege zu Tabelle IIL. 


9. Py = 8,3 bei 38°, in Lithiumbromid gelést. 
Gesamtstickstoff bestimmung der Gelatinelésung. 


- 10 ecm Lésung; 10,16 eem n/10-H,SO, verbraucht; 0,142°/, N. 
. 10 cem Lésung; 10,26 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,144 °/, N. 


nS = 


10. py = 8,5 bei 38°, in Wasser gelést. 
Gesamtstickstoff der Gelatinelésung. 


. 10 cem Lésung; 9,50 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,133 °/, N. 
. 10 cem Lésung; 9,51 eem n/10-H,SO, verbraucht; 0,133 °/, N. 


Tabelle III. 
Aufspaltung von Gelatine bei einem py = 8,3—8,5 bei 38°. 
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9 aa. 
Nr. Zeit Drehung Willstatter Zeit Drehung Willstitter 
in a Le carualads 2 
7 0 o 0 
Std. - I | IL | Sta. “ I |W 
1] 0 |—1,35 (+0,29)] 5 J | 3% —1,31 (+0,29) | 5,5 %/o| 2,9 °/, 
2] 1 |-1,25 (+0,30)/5 | 3 1 |—1,23 (+0,29)|5,3 | 4,0 
31 3 |-1,18 (+0,29)}5 |3 17 |-1,23 (+0,29)|5,3 | 3,4 
4} 5 1-119 (+0,30)15 | 3 23 |-1,25 (+0,29)/5,5 | 3,3 
5 | 20 |-1,22 (+0,31)15 | 38 39 |—1,20 (+0,28)/5,5 | 3,3 
6] 24 |-1,23 (+0,30)}5 | 3 68 |—1,21 (+0,28)|5,5 | 3,3 
7] 27 |-1,19 (40,30)}5 | 8 88 |—1,22 (+0,28)/5,5 | 3,8 
8} 29 |-1,20 (+0,32)/5 |3 | 102 |-1,20 (4+0,80)/5,9 | 3,3 
9] 48 |-1,24 (40,31)] 5 8 _ _ ae 
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Aufspaltung von Gelatine mit Pankreasfermenten bei 38° 
(Versuch 11—18). 

In weiteren Versuchsreihen wurde der Verlauf des Ab- 
baues von Gelatine durch Pankreasfermente studiert, und zwar 
wurde entweder vom Protenoid ausgegangen (Versuch 11), oder 
es wurde dieses zuvor der Kinwirkung von Normalsalzsiiure (Ver- 
such 12) oder von Normalnatronlauge (Versuch 13) ausgesetzt. 


Versuch 11. Es wurden 5g Gelatine in 100 cem 12,5 °/,iger 
Lithiumbromidlésung dispergiert. Dann wurde diese Lésung in einem 
Gutbierschen Schnelldialysator so lange gegen destilliertes Wasser 
dialysiert, bis sowohl in der AuBen- wie in der Innenfliissigkeit nur 
noch eine ganz schwache Opalescenz bei der Priifung auf Halogen ein- 
trat. Fir die folgenden Versuche 12 und 13 wurden die gleichen 
Losungsbedingungen mit anschlieBender Dialyse innegehalten. Die 
dialysierte Lisung wurde nun mit Wasser auf etwa 400 cem verdiinnt 
und mit Natronlauge auf ein p,; = 7,6 eingestellt. Darauf wurden 50 ccm 
Phosphatpuffer (py = 7,6) nach Sdrensen und 0,25 g_ hochaktives 
Pankreasferment zugegeben, die Lésung mit Wasser auf 500 cem auf- 
gefiillt, so daB die Lésung, auf Gelatine bezogen, etwa 1°/,ig war. Das 
Fermentpriiparat war durch Eindampfen von Pankreassaft dargestellt 
worden. Das py, der Lésung wurde zu Beginn und am Schlusse der 
Versuchsreihe nach der Indicatorenreihe bestimmt und ergab in beiden 
Fallen ein py = 7,6. 

Auch hier wurde in allen 3 Versuchen die Zunahme an Amino- 
stickstoff nach Willstitter-Waldschmidt-Leitz in 50°/,igem und 
in 90 °/,igem Alkohol in den angegebenen Zeitintervallen bestimmt. Fiir 


jede Titration wurden 10 ccm Lésung abpipettiert. Zur Kontrolle wurde 


unter genau den gleichen Bedingungen die erwihnte Lésung ohne 
Substratzusatz angesetzt und zwar zu jeder Versuchsgruppe eine be- 
sondere Kontrollésung. In gleichen Zeitintervallen, wie bei den eigent- 
lichen Versuchen, wurde nach Willstitter-Waldschmidt-Leitz 
titriert. Die gefundenen Werte wurden von den entsprechenden Werten 
der Versuchslésungen abgezogen. 

AuBer der Aminostickstoffzunahme wurden noch die Drehungen 
der Lésungen beobachtet. Die Drehung wurde in der schon an- 
gegebenen Weise bestimmt. Das Polarisationsrohr hatte hier die Linge 
von 10 cm. 

Versuch 12. Die dialysierte Ausgangslésung wurde mit Wasser 
auf 150 cem aufgefiillt und mit 50 cem 4n-Salzsiiure versetzt, so daB 
die Lésung an Salzsiiure normal war. Die Lésung wurde darauf 
7'/, Stunden im Wasserbade auf 70—75° erwirmt und blieb auBerdem 
14 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Nun wurde die Lésung mit 
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‘Belege zu Vabelle LV. 
11. Unvorbehandelte Gelatine mit Pankreasfermenten bei 38°. Gesamtstickstoffbestimmung der Gelatinelésung. 

1. 10 cem Lésung; 8,56 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,120 °/, N. 
2. 10 cem Lésung; 8,40 ccm n/10-H,SO, verbraucht; 0,118°/, N. 

12. Mit Salzsiiure vorbehandelte Gelatine mit Pankreasfermenten bei 38°. Gesamtstickstoffbestimmung der Gelatinelésung. 
1. 10 cem Lésung; 9,70 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,136 °/, N. 
2. 10 cem Lésung; 9,80 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,137 °/, N. 

13. Mit Natronlauge vorbehandelte Gelatine mit Pankreasfermenten bei 38°. Gesamtstickstoffbestimmung der Gelatineloésung. 


1. 10 eem Lésung; 8,11 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,113 °/, N. 
2. 10 cem Lésung; 8,08 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,114 °/, N. 


Tabelle LV. 


Aufspaltung von Gelatine mit Pankreasfermenten bei 38°. 


















































es ae 4A 12 aaenineean ae Kontrollésung 
| | Will- Will- | Will- 
Nr. Zeit | Drehung _ Stiitter welt Drehung statter Zeit | Drehung statter | 7 oi a. 
in | — * ae —— a ae — aie aes aise Drehun 
Stan. | = I I |gtdn. - Pil i gtan.| 2 r/min 
( ; . “lo | “Lo | | fo | Vo | oo lo | */o Stdn. 
res <a — pcemiereneie? = reat Se RO SORES EDEN SS rf RA aA AES AT EY ARETE es Cink nnn RE ———— ] Sa me nnn 
| ‘ 
1] 0 | —1,45 (4+0,35)| 2 4] 0 | —0,66 (+0,86)/25| 3] 0 | —0,64 (4+0,36)'17; 4] 0 | —0,06 (40,35) 
2] 3 | —1,15 (+0,35)| 3 4 |13'/, —0,62 (+0,35)|30) 8] 2'/.|—0,59 (+0,35)/17, 4] 8 | —0,07 (+0,35) 
8] 41/,) -1,13 (+0,35)| 6) 5117 0,60 (+0,26)/30| 8] 5'/,| —0,63 (+0,35)|18| 4 41/,| —0,05 (-+0,85) 
4] 20'/, | —0,97 (+0,36)}10 8 | 22 —0,5T7 (+0,35);}30; 9] T | —0,64 (+0,35)/18) 4] 201/,| —0,06 (+0,36) 
5} 24 | —0,92 (+0,35)|11) 8|39 0,58 (+0,35)|382| 9 | 231/. | —0,58 (+0,36)/21; 7] 24 | —0,06 (+0,36) 
6 | 28/, | ~0,93 (+0,35)|12) 8]46  —O0,59 (+0,35)|33)11]26 | —0,61 (+0,35)/22) 7] 28'/,| —0,07 (+0,35) 
71 45 | —0,90 (+0,36)/17 > 8 |62"/, —0,60 (+0,35)/ 33/11 ]47 | —0,58 (4+0,35)/ 23/10] 45 | —0,06 (40,35) 
8 | 47'/, | —0,87 (+0,35)|18 8] 70 0,60 (+0,35)/ 83/12] 55 | —0,56 (4+0,85)| 23) 10 | 47*/,| 0,07 (+0,36) 
9 | 1021/7, | —0,80 (+0,85)|20 9 | 88"/, —0,60 (+0,35)/ 33/12 | 72"/, —0,58 (+0,35) | 23/11 | 1021/,| —0,07 (+0,35) 
10 | 110'/, | —0,79 (+0,35) |20 9 | — sch es | ok Bae _ | —|— | 110"/,] —0,07 (+0,85) 
11 {123 | —0,82 (+0,35)|20 10 |— mee = Poe ae = |—|— | 123 | 0,06 (+0,36) 








asoloaq 
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r O119q4 8.1, 
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Normalnatronlauge — etwa 200 ccm — so weit neutralisiert, daB die 
Lésung ein py = 7,6 hatte. Es wurden noch 50 ecm Phosphatpuffer 
(px = 7,6) nach Sérensen und 0,25 g Ferment zugegeben und die 
Lisung mit Wasser auf 500 cem aufgefiillt, so daB die Lésung, auf 
Gelatine bezogen, etwa 1°/,ig war. Das py der Anfangslésung war 7,6, 
am Ende der Versuchsreihe war es auf 17,5 abgesunken. Die weitere 
Aufarbeitung ist bei Versuch 11 angegeben. 


Versuch 13. Die dialysierte Ausgangslésung wurde mit Wasser 
auf 150 cem verdiinnt und mit 50 cem 4 n-Natronlauge versetzt, so daB 
die Lésung an Natronlauge normal war. Die alkalische Lésung blieb 
22 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Dann wurde sie mit Normal- 
salzsiure — etwa 200 ecm — so weit neutralisiert, daB die Lisung ein 
Pu = 7,6 hatte. Nun wurden noch 50 ccm Phosphatpuffer (p,;, = 7,6) 
nach Sérensen, 0,25 g Ferment zugegeben und mit Wasser auf 500 ccm 
aufgefiillt, so daB auch hier eine etwa 1°/,ige Substratkonzentration 
vorlag. Das py war zu Anfang und am Ende des Versuches 7,6. Die 
weitere Aufarbeitung ist die gleiche wie bei Versuch 11 und 12. Als 
Versuchstemperatur wurde fiir alle Fermentversuche 38° gewihlt. 

In diesen Tabellen sind noch die Drehwinkel der Kontrollésung 
angegeben. 


Aufspaltung von Elastin mit Pankreasfermenten bei 38° 
(Versuch 14—16). 


Auch in den Aufspaltungsversuchen von Elastin mit Pan- 
kreasfermenten bei 38° wurde die Aufspaltung von nicht vor- 
behandeltem (Versuch 14), und ferner von mit Normalsalzsiiure 
(Versuch 15) und mit Normalnatronlauge (Versuch 16) vor- 
behandeltem Proteinoid studiert. 


Versuch 14. 5g Elastin wurden mit 50cem Normalsalzsiure 
6 Stunden im Wasserbade auf 70—75° erwiirmt, dann mit 50cem Natron- 
lauge neutralisiert, dann wurde von einer sehr geringen Menge Riickstand 
abfiltriert. Nun wurde in der iiblichen Weise (Versuch 11—13) verdiinnt, 
nachdem 50 cem Phosphatpuffer (py = 7,8) nach Sérensen und 0,25 g 
Ferment hinzugefiigt waren. Die Lésung war also, auf Elastin bezogen, 
etwa 1°%/,ig. Das py wurde am Beginn und am Ende der Versuchs- 
reihe nach der Indicatorenreihe ermittelt. Anfangs betrug es 7,8 und 
war am Schlu8 auf 7,7 abgeklungen. 

Die weitere Aufarbeitung war so, wie sie oben fiir die Gelatine- 
abbauversuche geschildert ist (11—13). 

Versuch 15. 5g Elastin wurden in 50 cem Normalsalzsiure im 
Wasserbade auf 70—75° 6 Stunden erwiirmt, dann wurde die Lésung noch 
weitere 14Stunden bei dieser Temperatur belassen. Nun wurde die Salzsiiure 
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Tabelle V. 


Aufspaltung von Elastin mit Pankreasfermenten bei 38°. 














—_ Ee... ae cane ttipncnenatt A we Kontrollésung 

F E Will | ‘Will: | Will- | 
< Nr} & stitter] x | stitter}] a stiitter a 
= | Drehang in? Tar] | Drees is ya] & | Drees = ° rar] SB | Drebung in'* 
3 ia K 41%, KR | lq “lo 3 °/o "fo “ a oe 
© 1 0 | —0,73 (40,80) | 11 3 0 |—0,69 (+0,85)}23) 5] 0 | —0,59 (+0,30)/21 6 0 |—0,04 (+0,80) 
. 2] 21/,| 0,76 (+0,82)/12) 4] 1/,|—0,67 (+0,35)/23) 5] 1 | —0,61 (+0,35)/21; 6 | 2°/,|—0,04 (+0,82) 
2 3{ 4,| —0,81 (+0,82)/18) 5| 17 | 0,50 (40,35)/29/13 | 4*/,| —0,60 (+0,36)}22| 6} 41/,/-0,06 (+0,32) 
5 4119 | —0,66 (+0,30)/19} 9 | 20 | —0,47 (+0,85) 30/13 61/,| —0,63 (+0,36)/24} 7] 19 |—0,04 (+0,30) 
= 5} 234/,| —0,65 (+0,81)/21) 9 | 25 | —0,51 (+0,35)| 33) 13 | 219/,| 0,54 (+0,35)/28] 7] 28'/,/—-0,04 (+0,31) 
= ~=—s-6 |--26"/, | —0,64 (+0,82)/ 22/11 | 41 | —0,52 (4+0,34)| 33/16 | 25 | —0,52 (+0,30)|27| 9 | 261/,|-0,05 (+0,32) 
- 7} 28, —0,63 (+0,32)|/ 23} 11 | 44 0,51 (40,36 33/16 | 30 | 0,52 (40,85) | 29| 10 28"), |—0,07 (+0,82) 
< 8] 43  —0,58 (+0,32) | 26/11 67 | —0,47 (+0,36)/36)18 | 47 | —0,55 (+0,35)181/10] 43 |—0,06 (40,32) 
9] 47) 0,59 (40,32) 26/12 | 73 —0,48 (40,35) | 36/18 | 54 | —0,53 (+0,35)] 31/10 | 47 |—0,05 (+0,32) 
FB 10} 52 | -0,57 (+0,31) | 27) 12 | 92 | —0,47 (40,35) | 86) 19 | 70"/,| —0,49 (+0,35)/32)10 | 52 |—-0,04 (+0,31) 

11 | 67 | —0,57 (40,32) | 27/12 | 115'/,| —0,49 (+0,35)|36/19 | — - —|—]| 67 |-0,04 (+0,32) 

12] 77 | —0,56 (+0,32)/27/15 | — na == ~ — —|—]| 77 |-0,04 (+0,30) 

13] 92 | —0,54 (+0,31)/29/16] — ws ee - lo 2 3G | Aee (4080 
S 144120 | —0,50 (+0,31)/28)17] — _ —|—| - — —|—]120 —0,05 (+0,31) 
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mit ungefahr 50 ccm Normalnatronlauge neutralisiert. Die weitere Her- 
stellung der Versuchslésung ist dieselbe wie im Versuch 14. Die Lésung 
war also an Elastin etwa 1°/,ig. Der py-Wert der Lésung betrug am 
Anfang und am Ende der Versuchsreihe 7,9. 

Versuch 16. Nachdem 5 g Elastin in 50 cem Normalsalzsiure in 
der tiblichen Weise gelést waren, die Lésung neutralisiert und filtriert 
war, wurde das Filtrat mit dem gleichen Volumen 2 n-Natronlauge ver- 
setzt, so daB die Lésung an Natronlauge einnormal war. Die alkalische 
Lésung blieb 21 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Dann wurde 
sie mit etwa 100ccm Normalsalzsiiure neutralisiert. Puffer-Ferment- 
zusatz und Verdiinnung wurden ebenfalls in der gleichen Weise, wie bei 
Versuch 14—15, innegehalten. Die Lésung war an Elastin etwa 1°/,ig. 
Das pg betrug bei dieser Versuchsreihe 7,7. 

Auch fiir diese Versuchsgruppe war eine Kontrollésung angesetzt 
worden, die in der gleichen Weise, wie schon an der entsprechenden 
Stelle (Versuch 11—13) angegeben ist, aufgearbeitet wurde. 


Belege zu Tabelle V. 
14. Unvorbehandeltes Elastin mit Pankreasfermenten bei 38°. 
' Gesamtstickstoffbestimmung der Elastinlésung. 
1. 10 cem Lésung; 8,43 ccm n/10-H,SO, verbraucht; 0,118 °/, N. 
2. 10 cem Lésung; 8,34 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,117°/, N. 


- 


(5. Mit Normalsalzsiure vorbehandeltes Elastin mit Pankreasfermenten 
bei 38°. 
Gesamtstickstoffbestimmung der Elastinlésung. 
1. 10 ecm Lésung; 9,65 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,135 °/, N. 
2. 10 cem Lésung; 9,68 eem n/10-H,SO, verbraucht; 0,136 °/, N. 
\6. Mit Normalnatronlauge vorbehandeltes Elastin mit Pankreasfermenten 
bei 38°. 
Gesamtstickstoffbestimmung der Elastinlésung. 
1, 10 cem Lésung; 8,90 eem n/10-H,SO, verbraucht; 0,124 °/, N. 
2. 10 cem Lésung; 8,92 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,125 °/, N. 


Aufspaltung von Gelatine mit Pepsin und n/10-Salzsaure bei 38° 
(Versuch 17). 

Versuch 17. 5g Gelatine wurden in 200cem n/10-Salzsiiure und 
20 ecm Pepsinlésung bei 388° gelést. — Die Fermentlésung wurde jedesmal 
fiir diesen und fiir die folgenden Versuche durch Auspressen der Magen- 
schleimhaut von Schweinen frisch hergestellt.') Die Aktivitit der Ferment- 
lésung wurde jedesmal mittels koagulierten Eiereiwei8es festgestellt. 

Sobald Lésung der Gelatine — nach 8 stiindigem Stehen bei 38° 
— eingetreten war, wurde die Drehungsiinderung im 2em-Rohr in der 


1) Ein Pepsinpriiparat von Merck-Darmstadt (D.A.B. 5. 1: 100) 
erwies sich wegen seines Kohlenhydratgehaltes als nicht verwendbar. 
5* 
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iiblichen Weise beobachtet; ferner wurde nach Sérensen und nach 
Willstitter- Waldschmidt - Leitz die Zunahme an Aminostickstot! 
bestimmt. Es wurden jedesmal in den angegebenen Zeitintervallen 4 ecm 
Liésung entnommen. Die Gelatinekonzentration der Liésung war un- 
gefihr 2°/,ig. 
Auch hier war eine Kontrollésung (auf 100 cem n/10 - Salzsiure 
10 ccm Pepsinlésung) angesetzt worden, die die gleiche Zusammensetzung, 
wie die Versuchslésung besaf, nur da8 ihr das Substrat fehlte. Thre 
Aufarbeitung richtete sich nach dem Hauptversuch, nur daf hier der 
Aminostickstoff nach Sérensen allein bestimmt wurde. Wie aus den 
Werten der Tab. VI zu ersehen ist, die die jedesmal verbrauchten cem 
n/5-Natronlauge und die Drehwinkel angeben, ist wiihrend der Versuchs- 
dauer keine Veriinderung der Pepsinsalzsiurelésung zu beobachten. 
Belege zu Tabelle VIL. 
17, Gelatine mit Pepsin und n/10-Salzsiiure bei 38°. 
' Gesamtstickstoffbestimmung der Gelatinelésung. 
1. 3cem Loésung; 7,40 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,340 °/, N. 
2. 3 ccm Lésung; 7,29 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,341 °/, N. 


Tabelle VL. 


Aufspaltung von Gelatine mit Pepsin und n/10-Salzsadure bei 38°. 





























i since Kontrollésung 
Nr. at | an _ ISéren-| Willstatter ye a 
D Tp | renupg MM” | gen | : , - 9 | Séren- 
N a | ee Drehung in ° | ie 
0 | —0,56 (+0,31)} 8,6%)| 8,3 % | 2,9%o| +0,04 (+0,29) 0,20 cem 
2] 2'/,| —0,54 (+0,29)) 9,4 (4,8 | 8,1 — — 
3] 5/, —0,53 (+0,30)}10,5 5,8 (8,1 | +0,04 (+0,30) 0,20 
4] 7/,| —0,51 (+0,29)|10,5 [5,3 | 2,9 — | ee 
5 }22 || —0,51 (+0,30)| 10,9 (5,7 (3,1 | +0,05 (-+-0,30) 0,21 
6130 | —0,51 (+0,28)/10,9 (5,7 | 3,5 —~ | 
7146 | —0,49 (+0,28)/11,5 | 5,6 4,5 |+0,06 (+0,28) 0,20 
8 ]94 | —0,50 (+0,28)}11,9 5,3 (5,3 | +0,03 (+0,28) 0,20 





Aufspaltung von Gelatine, die mit Pepsin und n/10-Salzsadure 
gelost war, mit Normalnatronlauge bei Zimmertemperatur und 
bei 38° (Versuch 18—19). 


Es wurden je 5g Gelatine in 100 cem n/10-Salzsiure mit 10 ccm 
Pepsinlésung durch 12—15 stiindiges Stehen bei 38° gelést und vor- 
behandelt. Danach wurde die Versuchslésung mit 10cem Natronlauge 
neutralisiert, 100 cem der Lésung wurden abpipettiert. Zunichst wurden 
3mal je 2ccm der Lésung zur Bestimmung des Anfangswertes der 
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Drehung und des Aminostickstoffgehaltes nach Sérensen und Will- 
stitter- Waldschmidt-Leitz der Lésung entnommen. Die Auf- 
arbeitung war genau so, wie es bei den Gelatineaufspaltungsversuchen 
mit Normalsalzsiure und -natronlauge (Versuch 1—8) oben angegeben ist. 

Den Versuchslésungen wurde das gleiche Volumen 2 n-Natronlauge 
zugegeben, so daB die Lisungen, bezogen auf Alkali, normal und _be- 
zogen auf Gelatine ungefiihr 2°/,ige waren. Die eine Versuchsreihe 
wurde bei Zimmertemperatur, die andere bei 38° durehgefiihrt. 

Die tibrige Aufarbeitung war so, wie es bei Versuch 1—8 angegeben ist. 

Belege zu Tabelle VII. 

18. Gelatine mit Pepsinsalzsiure gelést, mit Normalnatronlauge bei 
Zimmertemperatur. — 
Gesamtstickstoffbestimmung der Gelatinelésung. 

1. 3,1 eem Lésung; 7,02 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,317°/, N. 
2, 8,1 cem Lésung; 6,95 eem n/10-H,SO, verbraucht; 0,314 °/, N. 


19. Gelatine, mit Pepsinsalzsiure geliést, mit Normalnatronlauge bei 38 °. 
Gesamtstickstoff bestimmung der Gelatinelésung. 
1. 3eem Lésung; 7,00 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,327 °/, N. 
2. 3 eem Lésung; 6,99 eem n/10-H,SO, verbraucht; 0,326 °/, N. 


Tabelle VII. 


Aufspaltung vonGelatine, diemit Pepsinsalzsiure gelést war, 





Nr. 


a" 
Denn onw ff wr = | 


—_ 
ne _ 





mit Normalnatronlauge bei Zimmertemperatur und bei 38°. 











18 19 
mani Drehung 5 5 | Willetitter Zeit | Drehung in ° o 5 —— 
Stdn. =| T | If |Stdn,| os) 1 | i 
0 |—0,53 (+0,29)/11°,| 6°, 3%} 0 |—0,55 (+0,81)/11°%,| 3%) 5% 
0 |—0,45 (+0,29) 12 | 6 6 0 (|—0,55 (+0,31). 12 5 6 
i, |—0,388 (+0,29)/13 | 7 6 1/, 0,47 (+0,29) 13 7 16 
1 |—0,42 (+0,28) | 13 7 6 1 |—0,45 (+0,31) | 14 8 | 6 
i'/,,-0,46 (+0,30) 14 1 6 1'/, | —0,44 (+0,32) 15 9 | 6 
2 1-048 (40,31)! 14 7 6 2 |—0,40 (+0,30)/16 |10 | 6 
3 |—0,411) (40,29) 14 | 8 6 | 21/,|—0,44") (+0,32)/18 |11 | 6 
4 |—0,388 (+0,29)| 16 9 6 3 |-0,35 (+0,30)/19° |12 | 6 
6 |—0,37 (+0,30) 17 10 6 4 |-0,34 (+0,32) 22 3 | 6 
8 |—0,37 (+0,31)/18 | 11 6 6 |—0,81 (+0,31)/26 |19 | 6 
23 |-0,30 (+0,30)\22 {16 6 | 9 |—0,26 (40,31) 28 |22 | 6 
283 10,27 (+0,29)}24 117 | 7 423 |-0,19 (40,30) 41 |29 /12 
71 {-0,17 (+0,29)|34 |23 [12 |27 |—0,19 (+0,31)/ 44 |29 |14 
80 |—0,18 (+0,82)'36 125 (12 [30 |-0,15 (40,29) 46 [29 /14 
94 1-019 (+0,32)'387 |25 |18 2 |—0,12 (+0,80)|46 {30 /|14 
119 |-o17 (40,32) 43 |28 15 {47 |-0,09 (+0,29)/50 |32 (18 
145 |-0,12 (40,80) 45/30 15 {98 |-0,13 (+0,30)|62 |39 | 24 
1) Bildung des Kupfersalzes. 
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Aufspaltung von Gelatine und Elastin, die mit Pepsin und 
n/10-Salzsiure gelést waren, mit Pankreasfermenten bei 38’. 
(Versuch 20—21). 


Versuch 20. Es wurden 5g Gelatine mit 100cem n/10-Salzsiure 
und 10 cem Pepsinlésung durch 12—15 stiindiges Stehen bei 38° geldst. 
Dann wurde mit Wasser auf etwa 400 cem verdiinnt, mit Normalnatron- 
lauge bis zu py = 7,8 neutralisiert. Jetzt wurden 50 ecm Phosphatpuffer 
(py = 7,8) nach S6rensen und 0,25 g Fermentsubstrat zugegeben. Schlieb- 
lich wurde mit Wasser auf 500 ccm aufgefiillt. Die Losung war also, auf 
Substrat bezogen, etwa 1°/,ig. Das py betrug anfangs 7,8 und war am 
Ende der Versuchsreihe auf 7,7 abgesunken. 

Die Aufarbeitung erfolgte in der gleichen Weise, wie bei den 
vorhergehenden Versuchen (11—16). Fiir die Titrationen wurden jedes- 
mal 10cem Liésung entnommen. Die Drehung wurde im 10 cm-Rohr be- 
stimmt. 

Versuch 21. 5g Elastin wurden in 50 ccm n/10-Salzsiiure und 
5ecm Pepsinlésung bei 38° ;-l*-t. Nach 8 tiigigem Stehen war das 
Elastin bis auf ganz geringe Spu.cn, von denen filtriert wurde, gelést 


worden. Die weitere Behandlu’ ~ der Versuchslésung ist die gleiche, 


Tabelie WEE 


Aufspaltung von Gelatine und Elastin, die mit Pepsinsalz- 


siure gelést waren, mit Pankreasfermenten bei 38°. 
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ee -  e e Nr. 
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1) Bildung des Kupfersalzes. 




















” ; - Kontrollésuny 

3 Will- | 5» Will- | 3 

_ in | ” in a a" 

Pe I I] + t | Mis | in 

SN Lo | °lo N l lo} “0 N 

0;—1,01 (+0,30)] 4; 2] 0|—1,02 (+0,32); 7} 1] 0|/—0,04 (+0,31 
2/—1,12 (+0,31)} 6} 2] 2}—0,88 (+0,30)) 11] 2] 2}/-0,04 (+0,31 
4|—1,09') (+0,31)} 8} 2] 5{|—0,79 (+0,31)| 14] 3 | 4/-0,07 (+0,31 
6|—1,09 (+0,32)} 8} 3] 8|—0,83 (+0,32)/15| 3] 6/—-0,07 (+0,32 
21/-1,02 (+0,30)/11] 4 | 22/—0,73 (+0,30)| 18} 5 ]21/-0,07 (40,30) 
25|—1,02 (+0,30)]13| 4 | 26|—0,74 (+0,32)/18] 5 |25/—0,04 (+0,30 
30|—1,02 (+0,30)}14] 5 | 32/—0,67 (+0,31)/ 18] 5 130|—0,04 (+0,30 
45/—0,98 (+0,82)]16] 5 |] 50/—0,65 (+0,30)|19| 6 |45/—0,07 (+0,32 
54/—0,9T7 (+0,32)]16] 5 | 74/—0,61 (+0,30)| 21} 8 [54/—0,06 (40,32 
74|—0,94 (+0,32);17| 5 [120 )—0,65 (+0,30)!24) 9 |74/—-0,04 (40,32) 
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wie sie unter Versuch 20 geschildert wurde. Auch hier war die Sub- 
stratkonzentration ungefahr 1°/,ig. Das Anfangs-p, von 7,8 war gleich- 
falls am Schlu8 der Versuchsreihe auf 7,7 abgesunken. 

In beiden Versuchen wurde zur Kontrolle die ibliche Lésung 
angesetzt, die der gleichen Vorbehandlung und Aufarbeitung, wie die 
Hauptversuchslésungen, unterworfen wurde. 


Belege zu Tabelle VIII. 


20. Gelatine, mit Pepsinsalzsiure gelést, mit Pankreasfermenten bei 38°. 
Gesamtstickstoffbestimmung der Gelatinelésung. 
1. 10 cem Lésung; 10,02 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,140°/, N 
2. 10eem Lisung; 9,92 ecm n/10-H,SO, verbraucht; 0,139°/, N. 


21. Elastin, mit Pepsinsalzsiiure gelést, mit Pankreasfermenten bei 38°. 
Gesamtstickstoff bestimmung der Elastinlésung. 
1. 10 cem Lésung; 10,58 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,148°/, N. 
2. 10 cem Lésung; 10,45 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,147°/, N. 


Aufspaltung von Gelatine und E} on nach Vorbehandlung mit 
Pankreasfermenten, mit Normalnatronlauge bei 38° 
(Versuch z_ --28). 

Versuch 22. 10g Gelatine wurden mit 200 cem n/10-Salzsiure 
und 20 cem Pepsinlésung durch 12—15stiindiges Stehen bei 38° gelést. 
Dann wurde die Lésung, wie in Versuch 20 beschrieben ist, mit 0,50 g 
Pankreasfermentsubstrat bei einem py = 7,8 angesetzt und vorbehandelt, 
nur war die Verdiinnung in diesem Versuche so gewiihlt, daB die Sub- 
stratkonzentration 2°/,ig war. Die Lésung blieb 88 Stunden bei 38° 
stehen. Da cie EKinwirkung der I. ~. ..sfermente in dieser Zeit so weit 
gegangen war, da8 nur noch eine SuBerst langsame Zunahme an Amino- 
stickstoff zu beobachten war, wurde die Einwirkung unterbrochen. Es 
wurden nunmehr 100 ccm Liésung abpipettiert. In zwei Proben — je 
5 cem, die mit Wasser auf 10 cem verdiinnt waren — wurde im 10 cem- 
Rohr die Drehung der Lésung und nach Willstitter-Waldschmidt- 
Leitz der Aminostickstoffgehalt bestimmt. 

Jetzt wurde zu der abpipettierten Menge das gleiche Volumen 
2n-Natronlauge gegeben, so daB die Lésung, auf Alkali bezogen, normal 
und in’ Hinsicht auf das Substrat etwa 1°/,ig war. Die weitere Auf- 
arbeitung geschah nach dem iiblichen Schema, nur daB an Stelle von 
10 jedesmal 5 ccm Lésung entnommen wurden. Die 5 cem-Lésung, die mit 
5 cem Normalsalzsiure neutralisiert wurden, dienten zur Bestimmung des 
Aminostickstofts nach W illstitter-Waldschmidt-Leitz. Die Drehung 
der Lésung wurde im 1 dm-Rohr beobachtet, das mit der Lésung in der 
iiblichen Weise in einer elektrischen Heiztrommel auf 38° erwirmt wurde. 

Versuch 23. 10g Elastin wurden mit 100 cem Normalsiure 
6 Stunden im Wasserbade auf 70—75° erwiirmt, dann wurde die Lésung 
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in der gleichen Weise, wie in Versuch 22 beschrieben ist, zunachst mit 
Pankreasfermentsubstrat angesetzt und vorbehandelt. Die Lésung blieb 
94 Stunden bei 38° stehen. Darauf wurde die Vorbehandlung abgebrochen 
und ebenso, wie schon in Versuch 22 angegeben worden ist, mit Natronlauge 
angesetzt, so daB die Lésung an Alkali normal und an Elastin etwa 1 °/, ig war. 

Fiir beide Versuchsreihen war die iibliche Kontrollésung angesetzt 
worden. Ihre Titrationswerte wurden von den entsprechenden Werten der 
Versuchslésungen abgezogen. Als Versuchstemperatur wurde 38° gewiihlt. 


Belege zu Tabelle IX. 


22. Gelatine, mit Pankreasfermenten vorbehandelt, mit Normalnatronlauge 
bei 38°. 
Gesamtstickstoffbestimmung der Gelatinelésung. 
1. 10 cem Lésung; 9,80 eem n/10-H,SO, verbraucht; 0,137°/, N. 
2. 10 cem Loésung; 9,76 eem n/10-H,SO, verbraucht: 0,136°/, N. 
23. Elastin, mit Pankreasfermenten vorbehandelt, mit Normalnatronlauge 
bei 38°. 
Gesamtstickstoffbestimmung der Elastinlésung. 
1. 10 eem Lésung; 9,50 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,134°/, N. 
2. 10cem Lésung; 9,34 ecm n/10-H,SO, verbraucht; 0,130°/, N. 


Tabelle IX. 


Aufspaltung von Gelatine und Elastin, die mit Trypsin 
vorbehandelt waren, mit Normalnatronlauge bei 38°. 














22 23 

isis Will- wd Will- 
Nr. og Drehung stitter es Drehung statter 
Stdn. in” tT If [Stda. in" I; I 

*f a J P | 0 ; 

1]/ O | —0,57 (+0,31) ; 18] 9 0 | —0,59 (+0,31) | 26 | 15 
2 Q |Lésung war so triib,} 19 | 12 0 |Lésung war so triib,| 25 | 18 

daB sich Drehung daB sich Drehung | 
nicht bestimmen nicht bestimmen 
lieB. lieB. 

5 ae —0,60 (+0,31) | 22 | 13 1 | —0,45 (+0,29) | 32 | 20 
4] 2 | —0,56 (+0,39) | 24 | 18 2 | —0,47 (+0,32) | 35 | 20 
5} 3%] —0,57 (+0,32) | 25 | 18 3,1 —0,40 (+0,30) | 35 | 20 
6] 6 —0,50 (+0,31) | 30] 18 6 | —0,38 (+0,31) | 36 | 20 
7} 9 | —0,48 (+0,31) | 32} 18 9 —0,39 (+0,32) | 38 | 20 
8} 23 | —0,29 (+0,32) | 87] 14 | 23 | —0,33 (+0,32) | 42 | 20 
9} 27 | —0,27 (+0,30) | 87] 16 | 27 ; 0,33 (40,82) | 42 | 20 
10} 33 | —0,26 (+0,32) | 87] 20 | 33 | —0,30 (+0,82) | 40 | 23 
11 | 47 | 0,25 (+0,32) | 40] 24 | 47 | -0,30 (40,30) | 44 | 25 
12] 71 | -—0,19 (40,30) | 42 | 27 | 57 | 0,29 (+0,32) | 44 | 25 
is | 96 | —0,16 (+0,80) | 42 | 27 | 72 | —0,24 (40,30) | 44 | 25 
14. ]147 | 0,18 (40,31) | 40 | 31 ]123 | —O0,24 (+0,31) | 39) 29 
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Aufspaltung der mit Pankreasfermenten vorbehandelten 
Protenoide mit n/10-Salzsiure und Pepsin bei 38° 
(Versuch 24—25), 


Versuch 24. 10g Gelatine wurden in 200 cem 12,5°/,iger Lithium- 
bromidlésung durch Schiitteln dispergiert. Nachdem durch Dialyse das 
Lithiumbromid vollig entfernt war, wurde nach Zusatz von 50 cem 
Phosphatpuffer (py = 8,0) nach Sérensen und 0,5 g Fermentsubstrat mit 
Wasser auf 500 cem aufgefillt. Das p;, = der Gesamtlésung betrug, 
nach der Indicatorenmethode gemessen, 8,0. Die Konzentration an 
Gelatine war ungefiihr 2°/,ig. Die Lésung blieb 69 Stunden bei 38° 
stehen. Da nur noch eine sehr langsame Zunahme an Aminostickstoff 
stattfand, wurde der Versuch unterbrochen und die Lisung zur Inakti- 
vierung der Pankreasfermente 15 Minuten im Wasserbade auf 80° 
erwirmt. Nun wurden zweimal je 50 cem Loésung abpipettiert. Zu 
beiden Portionen wurden je 50 cem n/5-Salzsiiure zugegeben, so dab die 
Lésungen n/10-salzsauer und, auf Gelatine bezogen, etwa 1°/,ig waren. 

Zur einen Portion (1) wurden 5 ccm Pepsinlésung, zur anderen (II) 
5 cem Wasser zugegeben. Der letztere Versuch sollte im Falle einer 
weiteren Aufspaltung entscheiden, ob diese auf die zugesetzte n/10- 
Salzsiure oder auf das Pepsin zuriickzufiihren war. Die Aufarbeitung 
war die gleiche, wie in den anderen entsprechenden Versuchen. In 10 cem- 
Lésung wurde jedesmal nach Willstitter-Waldschmidt-Leitz der 
Aminostickstoff bestimmt. Die Drehung wurde im 10cem-Rohr beobachtet. 

Versuch 25. 5g Elastin wurden in 50 cem Normalsalzsiure 
6 Stunden im Wasserbade auf 70—75° erwiirmt, die Lésung mit 25 cem 
2n-Natronlauge neutralisiert und von einem sehr geringen Riickstand 
filtriert. Dann wurde die Lésung nach Zugabe von 25 eem Phosphat- 
puffer (py = 7,8) nach Sérensen und 0,25 g Fermentsubstrat mit Wasser 
auf 250 cem aufgefiillt. Das py, der Gesamtlésung war gleichfalls 7,8. Die 
Lésung blieb 64 Stunden bei 38° stehen. Der Versuch wurde unter- 
brochen, da nur eine sehr langsame Zunahme an Aminostickstoff statt- 
fand. Zur Inaktivierung der Pankreasfermente wurde die Lésung 
15 Minuten im Wasserbade auf 80° erwiirmt. Auch bei diesen Versuchen 
wurden zweimal je 50 cem Lésung abpipettiert und genau so, wie im 
vorgehenden Versuche (24) beschrieben ist, behandelt und aufgearbeitet. 
AuBerdem war fiir beide Versuchsreihen noch eine Kontrollésung an- 
gesetzt worden. Die Titrationswerte wurden von den entsprechenden 
Werten der Versuchslisungen abgezogen. 


Modellversuche mit Glycyl-1-tyrosin und Glycyl-1-tyrosin- 
anhydrid (Versuch 26—31). 
In einer Reihe von Modellversuchen (26—31) wurde. an Glycyl-1- 
tyrosin und Glyeyl-l-tyrosinanhydrid mit Normalnatronlauge bei Zimmer- 
temperatur und mit Normalsalzsiure bei verschiedenen Temperaturen 


Fai f 


es 





‘lege Tabelte A. 


24. Gelatine, die mit Pankreasfermente vorbehandelt war, mit Pepsinsalzsaure bei 35°. Gesamtstickstottbestimmung der 
Gelatinelésung. 

9,95 ecm n/10-H,SO, verbraucht; 0,139°/, N. 

9,84 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,138°/, N. 


ZU 


1. 10 cem Loésung; 
2. 10 cem Lésung; 


25. Elastin, das mit Pankreasfermente vorbehandelt war, mit Pepsinsalzsiiure bei 38°. 
Elastinlésung. 

1. 10 ccm Lésung; 9,88 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,128°/, N. 

2. 10 cem Lésung; 9,84 cem n/10-H,SO, verbraucht; 0,188°/, N. 


Gesamtstickstoff bestimmung der 


Tabelle X. 


Aufspaltung von Gelatine und Elastin, die mit Pankreasfermente vorbehandelt waren, 
mit Pepsinsalzsiure bei 38°. 
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24 25 Kontrollésung 
= = ee ae ae Pe 
E : Will- | Will- | Will- | Will- | 2 
> stitter | stitter]+ stitter | statter | > 
Nrla Drehung (i) | Drehung (II) | () (II) “| Drehung (I) | Drehung (IJ) (I) (II) ” Drehuug 
5 in ° in ° valeting eee = in ? in ° a 5 —_ — in ° 
= I (W} © (| Wyse I} 1] 1 |W] 
v o lai ec 
N | | ; | lo “lo “fo | lo N | oe jlo "lo | S/o | oop 
1 0 —0,86 (+ 0,32) | —0,83 (+0,82) |14,5)7,1/14,1(5,7 0|—0,68 (+0,31)]—0,59 (40,31) 21,0 8,5'19,3.9,3] 0] —0,12 (+0,31) 
2 | 2/—0,82 (40,32) |—0,78 (+0,32) 14,7 6,7 14,6/5,3) 2|—0,62 (+0,31)|—0,58 (+0,31) 20,1) 9,5/18,7.9,1] 2} —0,12 (+0,31) 
3 | 5 —0,84 (+0,33) |—0,72 (+0,33) 15,3 6,7 14,4/5,1) 5|—0,63 (+0,32)|—0,55 (+0,32) 21,7| 9,5/18,7 9,1] 5| —0,14 (+0,32) 
4] 8 —0,81 (40,33) |—0,78 (+0,33) 14,9 6,7 13,9/5,1] 7|/—0,62 (+0,31)|—0,55 (+0,31) 21,7 9,5:17,7.9,1] 7) —0,16 (+0,31) 
” 5 122 —0,82 (+0,30) | —0,76 (+0,80) 14,9,7,1 14,4 5,3122|—0,62 (+0,32) |—0,57 (+0,32) 21,5/10,0 18,5 9,6]22] —0,16 (-+0,32) 
6 [32 —0,81 (+0,32)|—0,79 (+0,32) 15,3 7,1/14,1/5,1]31 | —0,63 (+0,33) |—0,60 (+0,33) '21,5,10,1 18,5 9,6131} —0,14 (+0,33) 
7 [48|—0,81 (+0,30) |—0,79 (—0,30) 15,1,6,4/14,1 5,348 |—0,61 (+0,30) |—0,59 (+0,30) /21,5 10,1 18,5,9,6]48] —0,12 (+0,36) 
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Einwirkung von Alkali usw. auf Elastin usw. 75 


die Aufspaltung studiert. Die Versuchsanordnung war folgende: Es 
wurden 0,2—0,5 g Dipeptid oder Anhydrid eingewogen und mit Normal- 
natronlauge oder Normalsalzsiure auf 20 cem aufgefiillt. Dann wurden 
von Zeit zu Zeit 2 ccm Lisung entnommen und entsprechend mit Normal- 
salzsiiure oder -natronlauge neutralisiert und mit Wasser auf 10 ccm 
verdiinnt. Darauf wurde nun nach Sérensen durch Formoltitration 
die Zunahme an Aminostickstoff bestimmt. Die Anordnung der Tabellen 
ist so, daB sie neben den Zeitabschnitten den Verbrauch an n/5-Lauge 
pro Gewichtseinheit in Kubikzentimeter angeben. 


Belege zu Tabelle XI. 
26. Glycyl-l-tyrosinanhydrid mit Normalnatronlauge bei Zimmertemperatur. 
0,2910 g mit Normalnatronlauge auf 20 cem aufgefiillt. 
27. Glycyl-l-tyrosinanhydrid mit Normalsalzsiure bei Zimmertemperatur. 
0,2094 g mit Normalsalzsiiure auf 20 ccm aufgefiillt. 
28. Glycyl-l-tyrosinanhydrid mit Normaisalzsiure bei 50—55°. 
0,2088 g mit Normalsalzsiure auf 20 cem aufgefillt. 
29. Glyeyl-l-tyrosinanhydrid mit Normalsalzsiiure bei T0—T75°. 
0,2249 g mit Normalsalzsiure auf 20 cem aufgefillt. 
30. Glycyl-l-tyrosin mit Normalnatronlauge bei Zimmertemperatur. 
0,3194 g mit Normalnatronlauge auf 20 cem aufgefillt. 
31. Glycyl-l-tyrosin mit Normalsalzsiiure bei 70—T75°. 
0,4067 g mit Normalsalzsiiure auf 40 cem aufgefiillt. 
Tabelle AL. 
Aufspaltung von Glycyl-l-tyrosinanhydrid und Glycyl-l- 


tyrosin mit Normalnatronlauge bei Zimmertemperatur und 
mit Normalsalzsiure bei verschiedenen Temperaturen., 
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0,22} 8 0,34 | 221/,/0,43] 71/, | 0,39 
5 0,82] 30", | 0,20] 154/,") 0,30] 5 — | 0,34] 30"/, 0,43] 154) | 0,40 
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Dehydrierung gesattigter Aminosduren 
durch ungesittigte Aminosduren. 


(22. Mitteilung titbher Umlagerungen peptidahnliche: 
Sto ffe).") 
Von 


Max Bergmann und Hellmut Ensslin. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung, Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Januar 1928.) 


A. Uber Bildung und Umwandlung ungesattigter Aminosaduren. 


Stoffwechselversuche, die wir hauptsichlich F. Knoop, 
O. Neubauer und H. D. Dakin verdanken, sprechen fiir eine 
umkehrbare biologische Uberfiithrung von e-Ketosiiuren in 
a¢-Aminosiuren. Als gemeinsame Zwischenprodukte fiir beide 
Reaktionsrichtungen wurden zuerst «-Amino-e-oxysaiuren (1) 
und in neuerer Zeit besonders «-Iminosduren (IJ) angenommen. 


NH, 
| 

I R—C—COOH, Il R—C (=NH)-COOH. 
| 
OH 


Zwar sind die Iminosiiuren, von denen man eine gewisse 
Unbestindigkeit erwarten darf*), bisher im Stoffwechsel nicht 
vorgefunden worden. Dagegen hat sich die Hydrierung von 
ungesattigten Aminosiuren und von Abkémmlingen derselben 





) Vgl. M. Bergmann u. H. Koester, Diese Zs. Bd. 173, 8. 259 
(1928). 

*) C. Béttinger, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 208, S. 135 (1881); 
H. Wieland u. F. Bergel, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 439, S. 196 
(1924). 
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auBerhalb der Lebensprozesse um so hiufiger durchfiihren lassen.?) 
Andererseits haben H. Wieland und F. Bergel*) im nicht- 
biologischen Modellversuch zeigen kénnen, dab die erste Phase 
des ,oxydativen* Aminosiureabbaues in Gegenwart anorgani- 
scher Katalysatoren ein reiner Dehydrierungsvorgang ist. Auf 
die Isolierung der dehydrierten Aminosiiuren haben diese 
Forscher verzichtet. 

Man darf es heute als gewiB betrachten, daB sich die 
Hydrierung ungesittigter Aminosiuren im Stofiwechsel ohne 
Verwendung von elementarem Wasserstoff vollzieht, und dai 
der ,oxydative’ Abbau gesittigter Aminosiuren in weitem 
AusmaB ohne direkte Mitwirkung von elementarem Sauerstott 
und ohne Abspaltung von freiem Wasserstoff vor sich geht. 
Darum verdienen alle jene Reaktionen unser Interesse, in 
welchen kompliziertere organische Stoffwechselprodukte als 
Donatoren oder Acceptoren von Wasserstoff im Sinne von 
Wielands Dehydrierungstheorie in den Auf- und Abbau der 
Aminosiiuren eingreifen. Solchen Umsetzungen sind wir wieder- 
holt bei unserer Versuchsreihe iiber Umlagerungen peptidihn- 
licher Stoffe begegnet, und auch die vorliegende Mitteilung gilt 
diesem ‘Thema. Dabei sind wir zu folgenden hauptsichlichen 
Ergebnissen gelangt: 

Gesittigte Aminosduren gehen mit groBer Leich- 
tigkeit unter Wasserstoffabgabe inungesittigte Amino- 





) Vgl. z. B. E. Erlenmeyer jun., Liebigs Ann. der Chem. Bd. 275, 
5.13 (1893); T. Sasaki, Chem. Ber. Bd.54, 8.163 u. 2056 (1921); 
M. Bergmann, A. Miekeley und E. Kann, Diese Zs. Bd. 146, 8. 247 
(1925); Liebigs Ann. der Chem. Bd. 449, S. 135 (1926); Liebigs Ann. der 
Chem. Bd. 458, 8. 40 (1927); F. Knoop u. H. Oesterlin, Diese Zs. 
Bd. 148, S. 294 (1925) und Bd. 170, $.186 (1927); A. Skitau. C. Wulff, 
Liebigs Ann. der Chem. Bd. 453, 8.190 (1927); C. R. Harington u. 
G. Barger, Biochemical Jl. Bd. 21, 8. 169 (1927). 

Erlenmeyer, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 337, S. 208 ff. (1904), hat 
schon die von ihm entdeckte Umwandlung der Ammoniumsalze yon «- 
Ketosiuren in acylierte «-Aminosiuren unter Annahme intermediir ge- 
bildeter o-Iminosiiurederivate formuliert, die dann durch intramolekulare 
Wasserstoffwanderung hydriert werden sollen. Er hat diese Reaktion 
auch fiir die pflanzliche Aminosiuresynthese in Betracht gezogen. 

*) Liebigs Ann, der Chem. Bd. 439, S. 196 (1924). 
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siuren iiber, wenn ein geeigneter Wasserstoffacceptor zur 
Hand ist, und wenn man sie aufBerdem durch bestimmte 
strukturelle Abanderungen fiir die Wasserstoffabgabe aktiviert. 
Besonderer Katalysatoren bedarf es in diesem Falle fiir die 
Aktivierung nicht. Wir haben die Dehydrierung bisher beim 
Alanin, Phenylalanin, Tyrosin und Asparagin durchgefiihrt.’) 
Als Wasserstoffacceptoren dienten bei unseren ersten Versuchen 
a-Halogenfettsiuren, die durch Aufnahme des Dehydrierungs- 
wasserstoffes unter Abspaltung von Halogenwasserstoff in ge- 
sittigte Fettsiuren iibergehen. 

Ungesattigte Aminosduren entstehen aber nicht nur 
durch Dehydrierung gesiittigter Aminosiuren, sondern auch 
durch Wasserabspaltung (Dehydratisierung) aus ¢- Amino- 
8-oxy-siuren wie Serin oder Phenylserin, wenn man diese 
durch passende strukturelle Eingriffe fiir die Wasserabspaltung 
aktiviert.?) Ahnlich kann Cystin in Form geeigneter Derivate 
unter Abspaltung von H,S, in Derivate der ungesittigten 
a-Aminoacrylsaiure iibergefiihrt werden.’) 

Ungesittigte Aminosaiuren kénnen gesittigten 
Aminosiuren ihren Wasserstoff entziehen. So haben 
M. Bergmann und A. Miekeley*) Phenylalanin mit Hilfe 
von ¢-Aminoacrylsiure dehydriert, indem sie zeigten, daB das 
Anhydrid aus Phenylalanin und e«-Amino-acrylsaéure (III) in 
alkalischer Liésung mit groBer Leichtigkeit in ein Anhydrid 
der «-Aminozimtsiure mit Alanin tibergeht (IV) bzw. (V). 
Hier begegnen wir zum erstenmal einer verschiedenen Dehy- 
drierungstendenz zweier Aminosiuren als der Ursache fiir die 
Synthese einer gesittigten Aminosiure auf Kosten des Ab- 
baues einer anderen. 





1) M. Bergmann u. F. Stern, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 448, 
S. 20 (1926); M. Bergmann, E. Kann u. A. Miekeley, Liebigs Ann. 
der Chem. Bd. 449, S. 135 (1926). 

*) M. Bergmann u. A. Miekeley, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 458, 
S. 40 (1927); Bergmann u. D. Delis, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 458, 
S. 76 (1927). 

5) M. Bergmann u. F. Stather, Diese Zs. Bd. 152, S. 189 (1926); 
Liebigs Ann. der Chem. Bd. 448, S. 32 (1926). 

‘) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 458, 8. 40 (1927). 
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Co ee - CO—NH—CH.CH, 

III | | | 
C,H,CH,. CH—NH—CO C,H, CH, .C=N——— CO 

CO—NH—CH.CH, 


| | 
C,H,CH=C—NH—CO 


? 


V 


In der vorliegenden Mitteilung zeigen wir nun, daB der 
ungesattigte Phenylalaninrest (¢-Aminozimtsaiure) seinerseits 
wieder imstande ist, anderen Aminosduren (und zwar haben 
wir hier Asparaginsiure angewandt) Wasserstoff zu entziehen. 
Wahrend er durch Wasserstoffaufnahme in Phenylalanin iiber- 
geht, fiihrt er in unserem Beispiel zugleich die Asparaginsiure 
in a-Aminofumar- oder g-Aminomaleinsaure iiber. Der Proze8 
scheint umkehrbar zu sein und es haingt von den Versuchs- 
bedingungen ab, wie weit und in welcher Richtung er verliuft. 
Genauer wird dies etwas weiter unten besprochen werden. 
Im gegenwirtigen Zusammenhang interessiert zunichst nur, 
daB man aus unseren Versuchen folgendes zu schlieBen hat. 
Die Dehydrierungstendenz verschiedener gesiattigter Amino- 
siuren ist nicht gleich groB, und sie iindert sich bei Ande- 
rung der Versuchsbedingungen fiir die einzelnen Aminosiuren 
nicht um gleiche Betrige; das heiBt, daB von verschiedenen 
im KEinzelfall vorhandenen Aminosiéuren je nach den Versuchs- 
bedingungen einmal die eine, ein andermal die andere zuerst 
dehydrierenden Einfliissen zum Opfer fallen kann. Andererseits 
kann, wenn ungesattigte Aminosiuren neben gesittigten vor- 
liegen, ein Austausch von Wasserstoff stattfinden, und die 
Richtung der Wasserstoffwanderung wird unter verschiedenen 
Bedingungen verschieden sein. 

Man darf wohl, ohne damit ins Gebiet unbegriindeter 
Hypothesen zu gelangen, voraussetzen, daB dieselben EKigen- 
schaften und Beziehungen der Aminosauren, die wir im Mo- 
dellversuch ermitteln konnten, auch im Stoffwechsel eine Rolle 
spielen. Man kann dann folgende Zusammenhinge voraussehen: 

Wenn im Stoffwechsel eine Ketosiure mit Ammoniak zu 
einer ungesittigten Aminosiure zusammengetreten ist und 
weiterhin unter Wasserstoffaufnahme in die gesiattigte Amino- 
siure tibergehen will, so bieten sich neben anderen Stoffklassen 
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gesittigte Aminosiuren als Wasserstoffdonatoren. Die Synthese 
der einen Aminosiiure durch Wasserstoffaufnahme bereitet gleich- 
zeitig eine andere gesattigte Aminosiure durch Wasserstofl- 
entziehung fiir den Abbau vor. Diese Folgerungen verbinden 
den Stoffwechsel der verschiedenen Aminosiiuren iiber dic 
Briicke: Brenztraubensiure —> Alanin mit dem Abbau der 
Kohlenhydrate. Aber die Brenztraubensiure tritt in diesen 
Zusammenhingen nicht nur als Ausgangsmaterial fiir die Bil- 
dung des Alanins auf, sondern iibernimmt im Bedarfsfalle noch 
eine zweite wichtige Rolle; denn auch der Abbau des Alanins, 
des Serins, des Asparagins und der Asparaginsiiure fihrt 
wieder zur Brenztraubensiure. Wir haben diesen Weg durch 
iibersichtliche Modellversuche realisiert. 

Hier bietet sich auch eine Erklarung fiir die bisher nicht 
recht verstindliche Stellung der #-Oxy-qa-aminosiuren und 
speziell des Serins im Stoffwechsel der Aminosiuren: Sie 
kénnen durch einfache Wasserabspaltung in ungesittigte 
Aminosiuren vom Typus der a@-Aminoacrylsiure iibergehen 
und bilden so — das System Ketosiure + Ammoniak er- 
setzend — als Wasserstoffacceptoren den Ausgangspunkt fiir 
tiefgreifende Stoffwechselprozesse. An die Stelle der eingangs 
erwihnuten hypothetischen «-Amino-@-oxysiuren treten hier die 
stabilen Serine. 


Bb. Dehydrierung von Asparaginsiure durch «-Aminozimtsaure. 

Um zu ungesittigten gemischten Dioxopiperazinen der 
Asparaginsiiure und des Phenylalanins zu gelangen, gingen 
wir vom sogenannten Anhydro-glycyl-asparaginsiure-ithylester 
aus, dem E. Fischer und EK. Koenigs}) die Formel V! 
gaben. Er wurde nach dem Verfahren von Sasaki mit Benz- 
aldehyd kondensiert zum Benzal-anhydro-glylcyl-d,l-asparagin- 
siiureiithylester (VII). Dieser laBt sich mit Salzsiiure zur ent- 
sprechenden Siure, der Benzal-anhydro-glycyl-asparaginsiure 
(VIII) verseifen, ohne daB dabei die Doppelbindung aus dem 
Aminozimtsiurerest in den Asparaginsiureteil hiniiberwandert. 
Wir haben diese Siure durch ihren bei 204° schmelzenden 





*) Chem. Ber. Bd. 37, S. 4586 (1904). 
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Methylester charakterisiert und in diesem Ester den Sitz der 
Doppelbindung durch Hydrolyse mit Salzsiure festgelegt. Dabei 
entstehen Asparaginsiure (75°/, d. Th.), Phenylbrenztrauben- 
siure (93°/, d. Th.) und 1 Mol Ammoniak, wihrend Phenylalanin 
gar nicht aufgefunden werden konnte und Brenztraubensiure 
nur in Spuren. Damit ist zweifellos erwiesen, daB die Liicken- 


bindung am Kohlenstoff 6, d.h. im Phenylalaninanteil sitzen mu8. 
COOC,H, 


| 
VI CO—-NH—CH-CH, 
| | 
CH,—NH—CO 





COOC,H, 
5 3 | 
CO—NH—CH-CH, 
VIL’) | | 
CH=C——NH—CO 
| 6 1 2 
C,H; 
-— | 
COOH | COOH 
Y | 
CO—NH—CH.-CH, CO—NH—C=CH 
Vill | IX | 
CH=C——NH—CO ie CH,-CH—NH—CO 
{ | | 
CH; F a C,H; 
Diazomethan // | Diazomethan 
Y y. Y 
Methylester, Schmelzp. 204' Methylester, Schmelzp. 147° 
——-- ‘ = 
|  COOCH, 
Y Y | Y 
CO—NH—CH—CH, CO—NH—CO 
X | | XI | | 
CH,-CH—NH—CO CH,—CH—NH—CO 
| | 
C,H, C,H, 


*) Bei dieser Formel wie bei der folgenden Formel VIII miissen wir 
noch unentschieden lassen, ob die Doppelbindung am Kohlenstoffatom 6 


nach dem benachbarten nichteyclischen Kohlenstoffatom oder nach Stick- 
stoffatom 1 hin liegt. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXXLY. 6 
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Verseift man dagegen den Athylester VII oder den Me- 
thylester der Benzal-anhydro-glycyl-asparaginsiure VIII mit 
n-Natronlauge und sauert hinterher mit Salzsiure unter den 
im Versuchsteil beschriebenen Bedingungen an, so erhilt man 
iiberwiegend eine mit der Siure VIII isomere Siure, der wir 
die Formel IX eines 3-Carboxymethylen-6-benzyl-dioxopiper- 
azins geben. Ihr Methylester schmilzt bei 147° In diesem 
Kster laBt sich der Sitz der Liickenbindung einwandfrei durch 
Ozonisieren feststellen. Dabei entsteht das 6-Benzyl-2,3,5- 
trioxopiperazin X[ von Bergmann und Miekeley.') Es 
werden zwei Kohlenstoffatome des Asparaginsiiureteiles ab- 
gespalten (offenbar als Glyoxylsiure, vgl. Versuchsteil). Die 
Liickenbindung muB8 also urspriinglich am Kohlenstoffatom 3 
nach der Seitenkette hin gerichtet gesessen haben, ent- 
sprechend Formel 1X. Diese Sicherheit ist um so wertvoller, 
als die Spaltung des Methylesters der Saéure IX ein eigen- 
tiimliches Ergebnis zeigt. Bei saurer Hydrolyse dieses Esters 
sollten d,l-Phenylalanin und Brenztraubensaure, die durch Zer- 
setzung von QOxalessigsiure gebildet werden miiSte, neben 
Ammoniak entstehen. Bemerkenswerterweise treten aber neben 
diesen Stoffen noch groBe Mengen von d,l-Asparaginsiiure und 
Phenylbrenztraubensiure auf. Das liBt sich nur so erkliren, 
daf unter dem EinfluB der heiBen Saiure, noch ehe die Hydro- 
lyse beendigt ist, die Liickenbindung teilweise aus dem As- 
paraginsaureteil des Dioxopiperazins in den Phenylalaninteil 
hiniiberwandert. 

Die oben erwithnte reichliche Bildung von Trioxopiper- 
azin XI aus der Siure IX bedeutet den keineswegs iiber- 
fliissigen Beweis, daB in den von uns hier studierten Anhy- 
driden tatsichlich der Piperazinring vorliegt und nicht etwa 
Gebilde mit siebengliedrigen Ringen von folgender Art: 


COOH 

CO—-NH—Of, 

Pt. SCH, 
0,H,CH—C——NH—CO 








) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 458, S. 67 (1927). 
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Damit ist auch die von Fischer und Koenigs fir ihren 
Anhydroglycyl-asparaginester angenommene Formel bewiesen. 

Weiter méchten wir auf den Umstand hinweisen, daB bei 
der zuvor geschilderten Dehydrierung des Asparaginesters nicht 
ein Derivat der Iminobernsteinsaure 


HOCO-CH,-C-COOH 


NH 


sondern ein solches der Amino-fumarséure oder der Amino- 
malemsiure 
HOCO-CH=C-COOH 
NH, 

erhalten wurde, die man als Carboxylderivat der Aminoacryl- 
siure CH,—C(NH,)-COOH zu betrachten hat. Dieser Befund 
bildet einen Beweis fiir die von uns wiederholt ausgesprochene 
Vermutung, dab beim Abbau der Aminosiiuren den e-Amino- 
acrylsiuren, die mit den Imino-fettsiuren bindungsisomer sind, 
eine bedeutsame Rolle zufallt.') 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sagen 
wir fir die Gewihrung von Mitteln zur Ausfihrung dieser 
Untersuchung unseren ehrerbietigsten Dank. 


Versuche. 


Benzal-anhydro-glycyl-asparaginsaure-athylester (3-Carbathoxy- 
methyl-6-benzal-2,5-dioxopiperazin) (Hormel VII). 

6 g Anhydro-glycyl-asparaginsiure-iithylester*) wurden mit 
15 g wasserfreiem Natriumacetat, 6,4 g reinem Benzaldehyd 
und 18 ccm KEssigsiureanhydrid 4—5 Stunden im Bad von 
i20—1380° erhitzt. Die tiefdunkle braun gefirbte Masse wurde 
zunachst mit wenig Wasser, dann mit im ganzen 300 ccm 
Wasser einige Zeit digeriert, weiter mit 300 ccm Ather aus- 
geschiittelt und die Atherschicht nochmals mit etwas Wasser 
gewaschen. Von inzwischen abgeschiedenen braunen Flocken 
wird jedesmal filtriert. 


Pn a ee 


) Vgl. a. H. D. Dakin, Journ. of Biol. Chem. Bd. 67, 8. 341 (1926). 
*) Chem. Ber. Bd. 37, S. 4589 (1904). 
6 * 
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Nun wurde die Atherlésung erst mit Natriumbisulfitlésung 
gewaschen, dann mit Wasser und schlieBlich mit 100 ccm 
wiBriger Ammoniaklésung von 25°/, Gehalt geschiittelt. Dabei 
schieden sich bald 1,1—1,2 g hellgelbe Krystallchen ab, dic 
nach einigen Stunden abgetrennt, mit Wasser und Ather ge- 
waschen wurden und die gesuchte Benzalverbindung des An- 
hydrid-esters waren. Nach 2maliger Umkrystallisation aus 
je etwa 50 ccm absolutem Alkohol waren sie rein weib. 

0,1157 g Substanz (bei 78°, 0,5 mm iiber PO, getr.) gaben 0,2645 « 
CO,, 0,0593 g H,0. 

3,290 mg Substanz gaben 0,280 cem N (21°, 736 mm, nach Preg)). 
C,;H,,0,N. (288,15) Ber. C 62,47°/, N 5,60°/, N 9,72°/, 

Gef. ,, 62,35 > 5,74 9 9,57. 

Der Ester zeigt in etwa 8°/,iger Hisessiglésung keine 
wahrnehmbare Drehung (1 dm-Rohr). Er bildet langgestreckte. 
rechteckige Blittchen, die bei 177,5—178,5° (korr.) schmelzen 
und sich aus Wasser, Methyl- und Athylalkohol, Aceton, Essig- 
ester, Benzol und Tetrachlorkohlenstoff umkrystallisieren lassen. 
Auch konzentrierte Salzsiure lést leicht in der Warme und 
mit gelber Farbe, wobei rasch eine Verinderung einzutreten 
scheint. Erhitzt man mit der Siéure einige Zeit, so laBt sich 
nach entsprechender Aufarbeitung leicht die charakteristische 
blaugriine EKisenchloridfirbung der Phenylbrenztraubensiure 
nachweisen. 


Benzal-anhydro-glycyl-asparaginsaure (3-Carboxymethyl-6- 
benzal-2,5-dioxopiperazin) (Kormel VIII). 


1 g des eben beschriebenen Athylesters wurde in 10 ccm 
Eisessig gelést, 10 com Wasser und 5 ccm 5n-Salzsiiure zu- 
gefiigt, das Ganze 1 Stunde auf dem siedenden Wasserbad er- 
hitzt und dann auf 0° abgekiihlt. Dabei fiel schon ein Teil 
der in der Uberschrift genannten Siiure aus, der nach Ab- 
saugen und Waschen mit Wasser und Ather 0,27 g wog. Eine 
weitere Menge von 0,18 g lieB sich durch Einengen der Mutter- 
lauge unter geringem Druck und Aufnehmen mit Wasser und 
Ather gewinnen. Die schlieBlich erhaltene Mutterlauge gab 
starke Kisenchloridreaktion auf Phenylbrenztraubensiure. 





Py 
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Die gesamte Rohausbeute (0,45 g) wurde zur Analyse 
mehrmals aus Methanol krystallisiert und bei 0,5 mm und 78° 
iiber P,O, getrocknet. 


4,168 mg Substanz gaben 9,137 mg CO,, 1,814 mg H,0O. 


4,000 mg 7 ; 0,378 cem N (21°, 751 mm, nach Preg!)- 
4,830 mg ” » 0,466 eem N (23°, 753 mm). 
C,g3H,.0,N, (260,12) Ber. C 59,979, H 4,65°/, N 10,77, 
Gef. ,, 59,79 4,87 ,, 10,84, 11,02. 


Die Siure schmilzt bei 253—254° (korr.), nachdem wenige 
Grade vorher Sinterung eingetreten ist. 

Methylester: 0,25 g sorgfaltig gepulverte Siure gingen 
beim UbergieBen mit einer itherischen Diazomethanlisung 
unter starker Stickstoffentwicklung schnell in Lésung, und als- 
bald begann die Abscheidung feiner miskroskopischer Nidel- 
chen des Methylesters, dessen Menge nach einigem Stehen 
0,21 g betrug. Eine weitere geringe Menge derselben Sub- 
stanz konnte durch Einengen der Mutterlauge gewonnen 
werden, dagegen wurde nichts von einem Isomeren bemerkt. 
Das Rohprodukt war schon recht rein und schmolz bei 202 
his 202,5° (korr.). Durch mehrmaliges Krystallisieren des Esters 
aus Methylalkohol lieB sich der Schmelzpunkt nur noch auf 
203—204,5° (korr.) treiben. Der Ester bildete dann lang- 
gestreckte, schmale, schief abgeschnittene Tafeln, die zur Analyse 
wenige Stunden bei 78° und 0,5 mm iiber Phosphorpentoxyd 
getrocknet wurden. 


0,1019 g Substanz gaben 0,2289 g CO,, 0,0471 g H,O. 
3,775 mg ” » 0,343 eem N (24°, 748 mm, nach Preg]). 
6,140 mg . » 5,290 mg AgJ (nach Zeisel). 

C,,H,,0O,N, (274,13) 
Ber. C 61,28°/, H 5,15°/, N 10,22°/, CH,O 11,32°/, 
Gef. ,, 61,26 »y DylT 10,28 » 11,88. 


Der Methylester entfairbt Brom in Tetrachlorkohlenstoff- 
ldsung allmahlich. 

Der Methylester konnte auch durch Umestern des Benzal- 
anhydro-glycyl-asparaginsiure-athylesters (Formel VII) auf fol- 
gende Weise gewonnen werden: 
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2.5 ¢ Athylester wurden mit 45 ccm wasserfreiem Methy]- 
alkohol und 3,5 ccm 2,5 n-methylalkoholischer Ammoniak- 
lésung!) 8 Stunden in der Druckflasche auf 100° erhitzt. Aus 
der gelben Fliissigkeit schieden sich bei 0° 2,1 g Methylester 
ab, der schon bei 202° (korr.) und nach der Umkrystallisation 
aus Methylalkohol, wobei kein betrichtlicher Verlust eintrat, 
bei 203—204° (korr.) schmolz. 


0,1070 g Substanz gaben 0,2395 g CO,, 0,0492 g H,0. 


8,154 mg ™ » 0,279 eem N (23°, 755 mm, nach Preg)). 
0,2570 g m" »  0,2266 g AgJ (nach Zeisel). 
Gef. C 61,059, H5,15% N 10,13, OCH,O 11,65°,. 


Die Hydrolyse des Methylesters wurde mit rauchen- 
der Salzsiure im Rohr bei 100° wihrend 1 Stunde vor- 
genommen. Es wurde dann ohne Riicksicht auf abgeschiedene 
Krystalle zunichst mehrere Male mit Wasser unter geringem 
Druck und sorgfiltiger Kihlung der Vorlage eingedampft, um 
im Destillat auf Brenztraubensiure zu priifen. Der Destil- 
Jationsriickstand lie’ nach dem Aufnehmen mit ganz ver- 
diinnter Salzsiure Phenylbrenztraubensaure ausfallen. 
Kine weitere sehr geringe Menge wurde durch Ausithern er- 
halten. 

Die waBrige Mutterlauge wurde auf geringes Volumen ein- 
geengt und mit Chlorwasserstoffgas bei 0° gesittigt (Probe auf 
Phenylalanin). Dann wurde abermals verdampft, mit ver- 
diinnter Natronlauge versetzt und unter geringem Druck Am- 
moniak iibergetrieben und durch Auffangen in gemessener 
Schwefelsiiure bestimmt. SchlieBlich wurde der alkalische 
Riickstand mit Kohlensiure gesittigt und mit Benzoylchlorid 
und Natriumbicarbonat benzoyliert, um vorhandene Asparagin- 
siiture als Benzoylderivat abzuscheiden. Es wurden aut 
diese Weise aus 2,00 g des oben beschriebenen Methylesters 
erhalten: 

Brenztraubensiure nur in Spuren, kenntlich an der 
Blaufiirbung mit Nitroprussidnatrium und Ammoniak. Die 


1) Vel. H. Leuchs u. G. Theodoreseu, Chem. Ber. Bd. 43, 
S. 1239 (1910). 
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minimale Fiallung mit Phenylhydrazin war zu gering, um der 
Menge nach erfabt zu werden. 

Phenylbrenztraubensiure: 1,25 g¢ Rohprodukt, ent- 
sprechend 93°/, der médglichen Menge. Schmelzpunkt nach 
dem Umkrystallisieren 155—156° (korr.), bei raschem Erhitzen 
157—158° (korr.). Tiefblaugriine Kisenchloridfirbung. 

Ber. C 65,83°/, H 4,92°/, 
Gef. ,, 65,83 », 4,94. 

Kein Phenylalanin. 

Ammoniak: verbraucht 73,2 ccm n/10-Schwefelsaure statt 
der berechneten 73,1 ccm. Eine speziellere Charakterisierung 
des Ammoniaks war iiberfliissig. 

Benzoyl-d,l-asparaginsaiure: 1,47 g, lufttrocken, frei 
von Benzoesiure entsprechend iiber 75°/, der theoretisch még- 
lichen Menge. Gab beim Trocknen wenig mehr als 1 Mol 
Krystallwasser ab. 

Ber. C 55,67°/, H 4,68°/, N 5,91°/, 
Gef. ,, 55,95 » 4,18 » SAS. 

Schmelzp. 162—1638° (korr.) zu einer von Blaischen durch- 
setzten Masse, die sich gegen 180° unter starker Gasentwick- 
lung braun firbte. E. Fischer’) gibt den Schmelzpunkt an: 
164—165° (korr.) ohne Zersetzung. Bei derselben Temperatur 
schmolz ein Gemisch unseres Priiparates mit einem nach Fischer 
hergestellten. 


Hydrierung zu Anhydro-phenylalanyl-asparaginsauremethylester 
(3-Carbomethoxymethyl-6-benzyl-2, 5-dioxopiperazin) (formel X). 


0,75 g des ungesiittigten Esters wurden in 100 ccm heiBem 
Methylalkohol gelést und noch wihrend des Erkaltens der 
Liésung mit Wasserstoff in Gegenwart von Palladiummohr 
nach Wieland behandelt. Die Hydrierung war nach 1 bis 
1'/, Stunden beendet und das Reaktionsprodukt ausgefallen. 
Ks wurde nach Zusatz von weiterem Methylalkohol unter ge- 
lindem Erwirmen gelést, die Lésung filtriert und durch Ein- 
dampfen die Verbindung in Form farbloser, feiner Nidelchen 


') Chem. Ber. Bd. 32, S. 2461 (1899). 
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oder auch langgestreckter rechteckiger Plittchen gewonnen. 
Ausbeute nach dem Umkrystallisieren aus Methylalkohol 0,7 g. 
Zur Analyse wurde nochmals umkrystallisiert und bei 78' 
und 0,5 mm iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

0,1173 g Substanz gaben 0,2619 g CO,, 0,0623 g H,O. 

3,992 mg m= 5 9,359 cem N (20°, 751 mm, nach Preg)). 

0,2794 g " » 09,2421 g AgJ (nach Zeise)). 

C,,H,,0O,N, (276,15) 

3er. C 60,849, H 5,849, N 10,15°%, | CH,O 11,28%, 

Gef. ., 60,89 ,, 5,94 » 10,35 11,45. 

Der hydrierte Ester sinterte gegen 200° und schmolz bei 
211,5—212,5° (korr.). Bei der Hydrolyse wurden erhalten: 
Phenylalanin, isoliert in Form des salzsauren Salzes (67°/, 
d. Th.) analysiert als freie sminosaure. 

Ber. C 65,41°9/,  -! H 6,72%, N 8,48, 

Gef. ,, 65,38 i a 8,67 
und d,l-Asparaginsaiure in Form des Benzoylderivates vom 
Schmelzpunkt und Mischschmelzp. 165° (korr.). 

Ber. N 5,91°/, Gef. N 5,86°,. 

Die Ausbeute betrug hier nur gegen 40°/, d. Th., weil 
wir mit sehr geringen Mengen arbeiteten und die véllige Be- 
freiung von beigemengtem Phenylalanin Schwierigkeiten bereitete. 


3-Carboxymethylen-6-benzyl-2, 5-dioxopiperazin (Kormel IX). 

1g Athylester der Formel VII}) wurde mit 20 ccm 
n-Natronlauge 15 Min. auf dem Wasserbad erhitzt, dann mit 
21 ccm heiBer n-Salzsiure versetzt und erst dann rasch in 
Eis gekiihlt. Wahrend des Ansiuerns entfirbte sich die gelbe 
Lésung, und es trat Abscheidung mikroskopischer, etwas ge- 
farbter Nadelchen ein, die nach 1 Stunde abgesaugt, mit Wasser, 
Alkohol und Ather mehrmals gewaschen wurden, 0,6—0,7 g 
wogen und nach dem Trocknen (bei 78° und 0,5 mm _ iiber 


Phosphorpentoxyd) schon die richtige Zusammensetzung aui- 
wiesen. 


') Mit demselben Ergebnis kann man als Ausgangsmaterial auch 
den Methylester der Siure VIII nehmen. Da dieser aber schwerer zu- 
giinglich ist, hat diese Arbeitsweise fiir priparative Zwecke keine Be- 
deutung. 
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C,sH,,0,N, (260,12) Ber. C 59,979, H 4,65°%, N 10,77°/, 
Gef. ,, 59,83 » 4,51 , 10,65. 

Sie enthielten aber neben der Siure IX noch betrichtliche 
Mengen der Si&ure VIII, wie sich durch Uberfiihrung einer 
Probe in ein Gemisch der beiden Methylester nachweisen lieB. 
Um die Siure VIII méglichst zu beseitigen, wurde mit etwas 
mehr als der 100 fachen Menge konzentrierter Salzsiure bis 
zur Lésung auf 40—45° erwirmt (im ganzen etwa 20 Min.), 
dann unter geringem Druck bei 40° Badtemperatur ein- 
vedampft, der Riickstand mit Wasser aufs Filter gebracht, mit 
etwas Ather nachgewaschen und dann aus 10—12 ccm abso- 
lutem Alkohol umkrystallisiert. Bei 0° erhielten wir 0,35 ¢ 
Siure IX in Form schiefabgeschnittener schmaler Plittchen, 
deren Kinheitlichkeit wir durch *\erfiihrung in den Methyl- 
ester vom Schmelzp. 147° (s. u.) xontrollierten. 

Zur Analyse wurde die Siu:e bei 0,5 mm und 78° iiber 
Phosphorpentoxyd getrocknet. 

0,1012 g Substanz gaben 0,2219 g CO, und 0,0434 g H,0. 

3,266 mg ” » 0,318 eem N (23°, 743 mm, nach Preg]). 

Gef. C 59,80%  H 4,80%,  N 10,98 °,. 


Die Siure ist ganz schwach gelbiuch gefirbt. Sie sintert im 
Capillarrohr beim Eintauchen in ein vorgewirmtes Bad von 
etwa 226° an, erstarrt dann wieder, farbt sich von 285° an 
braun und zersetzt sich gegen 340° véllig. Sie lést sich leicht 
in Methylalkohol und Aceton, auch ziemlich leicht in Alkohol 
und Essigsiure, ziemlich schwer dagegen in heibem Wasser. 

Wir weisen noch auf die auffallende T'atsache hin, daB 
die urspriingliche Siure IX, welche noch etwas Saure VIII 
enthielt, in Alkohol, im Gegensatz zu unserem gereinigten 
Praparat, sehr schwer léslich war. Ebenso wird die reine 
Siure IX nach Auflisen in warmer n-Natronlauge und Wieder- 
ausfillen mit Salzsiiure schwer léslich in Alkohol. Wegen 
der schwierigen Zuginglichkeit des Materials konnten wir aber 
nicht entscheiden, ob es sich hier um Tautomerie der Saiure IX 
handelt. 

Siuert man nach der Verseifung des Athylesters VII durch 
Natronlauge nicht mit hei®er Salzsiure, sondern mit Kssig- 
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siiure an, so kann man direkt zu einem in Alkohol leicht 1és- 
lichen Rohprodukt der Saure IX gelangen. 

Methylester: Er entsteht aus der reinen Siure IX mit 
Diazomethan. Das Rohprodukt ist schon fast rein. Ausbeute 
gegen 85°/, d. Th. Einmalige Krystallisation aus Methy!- 
alkohol geniigt zur vélligen Reinigung. Schmale, schief ab- 
geschnittene farblose Plattchen, die hartniickig Methylalkoho! 
zuriickhalten, so daB erst nach 1—2tigigem Trocknen unte: 
0,1 mm Druck bei 78° und iiber Phosphorpentoxyd Gewichts- 
konstanz erreicht wurde. Dann lag der Schmelzpunkt bei 
146—147° (korr.). Der Ester gibt, nach van Slyke unter- , 
sucht, keinen Stickstoff. 

0,1042 g Substanz gaben 0,2338 g CO, und 0,0490 g H,0. 


3,042 mg ” » 0,270 ccm N (19°, 756 mm, nach Preg)). 
3,675 mg = » 0,338 eem N (24°, 756 cem). 
6,340 mg . , 5,580 mg AgJ (Zeisel). 


C,,H,,0,N, (274,18) 


Ber. C 61,28°/, H5,15%, N 10,22°/, | CH,O 11,32%, 
Gef. ,, 61,19 , 5,26 » 10,32 aaa 
om = 10,51 oe 


Die Hydrolyse von 1,35 g Methylester mit rauchende: 
Salzsiure bei 100° wihrend einer Stunde ergab bei der Aut- 
arbeitung nach dem weiter oben geschilderten Schema: 

Brenztraubensa&iure: gewogen und analysiert als Phenyl- 
hydrazon. 0,188 g. Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt ent- 
sprachen genau einem aus reiner Brenztraubensiiure ge- 
wonnenen Priparat und lagen bei 190—192° (korr.), je naci: 
Erhitzen. 


Mikroanalyse: 
Ber. C 60,649, H5,66% NN 15,73°%, 
Gef. ,, 60,27 » 5,80 1» 15,98. 


Phenylbrenztraubensaure: 0,188 g. Schmelzp. 156 bis 
157° (korr.). Tiefblaugriine EKisenchloridreaktion. 
Ber. C 65,83 °, H 4,92, 
Gef. ,, 65,98 yy 9,05. 


d,l-Phenylalanin: gewogen als Chlorhydrat 0,522 ¢ 
entsprechend 0,428 g Aminosiure. Zur Analyse wurde daraus 
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die freie Aminosiiure bereitet. Schmelzp. 272—273° (korr.) unter 
Zersetzung. 

Ber. C 65,41 °/, H 6,72% N 8,48, 

Gef. ,, 65,25 6,64 1 8,52. 

dl-Asparaginsiure: gewogen als krystallwasserfreie 

Benzoylverbindung 0,224 g. Schmelzp. 165—166° (korr.), ebenso 
schmolz das Gemisch mit einem Vergleichspriiparat. 

Ber. C 55,67°/, HH 4,68°%,  N 5,91%, 

Gef. ,, 55,35 » 4,98 » 6,05. 

Ammoniak: in einem besonderen Versuch durch Spaltung 
mit Siure, Destillation mit Alkali und Titration bestimmt. 
Erhalten 98°/, d. Th. (fir 1 Stickstoffatom des Ausgangs- 
materials berechnet). 

Obwohl der Methylester vom Schmelzp. 147° zweifellos 
eine einheitliche Substanz von der Struktur der Saiure IX ist, 
reagiert er, wie eben gezeigt, bei der Hydrolyse mit heiber 
Salzsiiure so, als ob ein Gemisch der beiden Ester der 
Siuren VIII und IX vorlige. Offenbar findet also wihrend 
der Hydrolyse eine teilweise Wanderung der ,,Doppelbindung” 
aus dem Asparaginsiiure- in den Phenylalaninteil statt. 

Die katalytische Hydrierung des Methylesters vom 
Schmelzp. 147° verlief genau so, wie es beim Isomeren schon 
beschrieben wurde, und lieferte auch hier 3-Carbomethoxy- 
methyl-6-benzyl-2,5-dioxopiperazin X in einer Ausbeute von 
etwa 90°/, d. Th. Schmelzp. 211,5—212,5° (korr.) nach Sinte- 
rung. Genau so verhielt sich ein Gemisch mit dem weiter 
oben beschriebenen Priaparat. 

Ber. C 60,84°/, H 5,84°/, N 10,15°%, CH,O 11,23 °%, 

Gef. ,, 60,55 » 9,96 » 10,27 » 11,53. 


7 
- 


Oxydation des Esters vom Schmelzp. 147° mit Ozon zu 
6-Benzyl-2,3,5-trioxopiperazin (X1). 
Zuniichst wurde festgestellt, da sich der Ester bei 
{0 stiindigem Stehen mit Kisessig nicht verindert. Dann wurde 
1 g dieses Esters in 25 ccm Kisessig gelist und 5 Stunden mit 
einem langsamen Strom von verdiinntem Ozon behandelt, wobei 
schon nach etwa 2 Stunden eine reichliche Fiallung des Trioxo- 
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et 


piperazins eintrat. Am Ende betrug seine Menge 0,5 g und 
0,1 g lieBen sich noch aus dem Filtrat gewinnen, so daB die 
(sesamtausbeute iiber 70°/, d. Th. betrug. Zur Analyse wurde 
erst aus Alkohol, dann aus Wasser krystallisiert. Rhomboi- 
dische, lange Plattchen. 


3,600 mg Substanz gaben 8,011 mg CO, und 1,480 mg H,0. 


3,595 mg “ » 0,407 ceem N (23°, 759mm, nach Preg)). 
C,,H,,O,N, (218,10) Ber. C 60,52°/, H 4,62°%, N 12,85 °%, 
Gef. ,, 60,69 » 4,60 18,04. 


Den Schmelzpunkt des Trioxopiperazins fanden wir zu 256 bis 
261° (korr.) unter Zersetzung, wihrend Bergmann und 
Miekeley 265° (korr.) angaben. Da schon vor dem Schmelzen 
von 200° an Farbung und beginnende Zersetzung stattfindet, 
sind Differenzen in der Schmelztemperatur je nach Art des 
Krhitzens selbstverstindlich. Bei der Hydrolyse des Trioxo- 
piperazins wurden neben Ammoniak und Okxaisiiure noch 
75°/, d. Th. an Phenylalanin vom Zersetzungsp. 273° (korr.) 
sewonnen. 

Ber. C 65,41°/, H 6,72%  N 8,48 % 

Gef. ,, 65,44 , 6,88 ,, 8,65. 

Bei der zuvor beschriebenen Ozonbehandlung war neben 
dem Trioxopiperazin eine Substanz entstanden, welche eine 
intensive Farbung mit Wittepepton und konzentrierter Schwefel- 
siiure nach Adamkiewicz und eine lebhafte Naphthoresorcin- 
reaktion nach Neuberg gab. Offenbar lag das zweite, theo- 
retisch zu erwartende Spaltstiick in Form von Glyoxylsiure vor. 


Anhangsweise sei die Synthese eines Phenylalanyl- 
asparagin-anhydrids der Formel 


CO—NH—CH.-CH,-CONH, 
| | 
C,H, -CH,-CH—NH—CO 


beschrieben. Es entsteht bei der Behandlung des zuvor ge- 
schilderten 3-Carbomethoxymethy]l - 6 -benzyl-2, 5-dioxopiper- 
azins (X) mit methylalkoholischem: Ammoniak unter Ersatz 
von Methoxyl durch die Amidogruppe. 
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0,7 g des genannten Dioxopiperazins wurden mit 20 ccm 
methylalkoholischem Ammoniak (bei —10° gesittigt) 3 Stunden 
auf 100° erhitzt, die farblose Lisung unter geringem Druck 
zur Trockne gebracht und der krystallinische Riickstand aus 
etwa 15 com Wasser umkrystallisiert. Das Amid bildete dann 
feine, verfilzte Nadelchen, die bei 231° (korr.) zu einer braunen 
Fliissigkeit schmolzen, nachdem schon von etwa 220° an Sinte- 
rung und Briunung eingetreten war. 

0,1123 g Substanz gaben 0,2462 g CO, und 0,0594 g H,O. 


2,725 mg i » 0,392 cem N (20°, 743 cem, nach Preg)). 
C,5H,,0,N, (261,14) Ber. C 59,749, H5,79°%, N 16,09% 
Gef. ,, 59,79 y 5,92 , 16,38. 


Das Amid lést sich betrachtlich in heiBem Wasser, dagegen 
ziemlich wenig in Methyl- und Athylalkohol. 








Untersuchungen tiber den biologischen Abbau der Harn- 
siure zu Allantoin. 


Von 
H. Briinig, F. Einecke, F. Peters. R. Rabl und K. Viehl.') 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig). 


(Der Redaktion zugegangen am 11, Januar 1928.) 


Daf Harnsiure (1) vom Korper der meisten*) Saiugetiere 
in Allantoin (II) tibergefiihrt werden kann, ist seit 1876 durch 
Salkowski sicher bekannt. Uber den feineren Mechanismus 
dieser Reaktion wissen wir bis heute noch nichts. Wir kennen 
wohl zum Teil die Art, wie die in den Kérperbestandteilen 
vorkommenden Purinbasen bis zur Harnsiure oxydiert werden, 
wir haben dafiir wirksame Fermentpriparate und kénnen dahei 
diese Reaktion auBerhalb des Kérpers nachahmen, aber wie 
der weitere Abbau im einzelnen verliuft, ist uns nicht be- 
kannt, obgleich es auch hier méglich ist, auBerhalb des Kér- 
pers die Reaktion bis zur Bildung von Allantoin durchzu- 
fiihren. 

Der Chemiker kann mit seinen robusten Mitteln auf ver- 
schiedenem Wege von der Harnsiure zum Allantoin gelangen: 
es mu nur bei neutraler oder nicht zu stark alkalischer Re- 
aktion oxydiert werden. Als Oxydationsmittel kann dabei Blei- 
superoxyd, Kaliumpermanganat, Wasserstoffsuperoxyd oder 
auch Jod mit iiberschiissigem Alkali dienen. Rein atomayr 
liBt sich die Reaktion einfach formulieren: 


+0 +H,0 
C,H,O3N,4 j ani i C,H,O,N, ae CO, + C,H,O.N, 
Harnsiiure Zwischenprodukt Allantoin 


) Zusammengestellt durch K. Thomas. 
*) Hunter u. Givens, Jl. of Biol. Chem. Bd.18, $.387, 404 (1914) 
Onslow, Biochem. Jl. Bd. 17, 8.334, 564 (1923). 
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Der Vorgang verliuft aber nicht so einfach, wie es auf den 
ersten Blick aussieht; dies hat bereits das Verhalten der Me- 
thylharnsiiuren gezeigt. ’) 

Behrend sowie Biltz’) haben mit einer Reihe Mitarbeiter 
verschiedene Oxydationsprodukte der Harnsiure hergestellt und 
ihren weiteren Abbau studiert, d.h. also aufzukliren gesucht, 
ob sie als Zwischenprodukte bei der Uberfithrung in Allantoin 
in Betracht kommen kénnen oder warum das nicht der Fall 
ist. Ganz kurz zusammengefaBt ist das Ergebnis dieser sehr 
umfassenden Bemiihungen, soweit sie uns hier unmittelbar an- 
sehen: 

1. Harnsiureglykol (ILD, das leicht zuginglich geworden 
ist, geht nicht in Allantoin iiber, weil die Bindung 3,4 sehr 
stark aufgelockert ist. Schon beim Erhitzen mit Wasser oder 
Kisessig entsteht 5-Hydantoylharnstoff (5-Oxy-hydantoin-5-car- 
vonsiure-ureid) (IV); in alkalischer Lésung tritt Kaffolidabbau (Y) 
ein. Mit konzentrierter Schwefelsiure entsteht aus dem Glykol 
Spiro-5,5-dihydantoin (VJ). 

2. Harnsiureglykolather, insbesondere der Dimethyl- 
‘ither (IX) geht schon in waBriger Lésung durch 2 stiindiges 
Krhitzen in Allantoin itiber. Den Mechanismus der Reaktion 
faBt Biltz entsprechend der nachstehenden Formulierung (Xa—c) 
auf; die dabei notwendige Austauschumlagerung vergleicht Biliz 
mit der Pinakolinumlagerung. Das in Stellung 4 befindliche 
Alkoxyl wiirde spiiter verseift werden, eine Annahme, die in 
Winklang steht mit anderen Beobachtungen iiber die grobe 
Reaktionsfaihigkeit von Alkoxyl, Hydroxyl und Halogen am 
Nohlenstoff 5. Die als Zwischenprodukt zu denkende Oxy- 
acetylen-diurein-carbonsiure (Xc) hat leider trotz vieler Be- 
mihungen noch nicht hergestellt werden kénnen; es konnte 
also nicht gepriift werden, ob sie wie ein Zwischenprodukt 
rascher oder zum mindesten ebenso rasch wie der Ather in 
Allantoin iibergeht. Der auffallende Unterschied im Verhalten 
des Glykols und seines Athers erklirt sich vielleicht nicht allein 
durch die Labilitiit des Glykols, sondern auch durch eine Ver- 


1) Meyer-Jacobson II3, S. 1309 (1920). 
*) Chem. Ber. Bd. 04, S. 2451 (1921). 
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schiedenheit in der sterischen Anordnung der Substituente: 
am Kohlenstoffatom 5. 

3. Spiro-5,5-dihydantoin (VI); durch schwaches Alkali 
(Baryt) geht es in Allantoin, durch starkes Alkali in Uroxan- 
siure (VIII) ttber. Der Weg zu beiden lauft méglicherweise 
iiber die Allantoin-5-carbonsiure (VII). 

Was dem Chemiker nicht méglich ist, gelingt vielleicht 
doch der belebten Natur mit ihren feineren Hilfsmitteln. 








Es wurden daher die drei genannten Oxydationsprodukte, 
also auch das Glykol, im Fiitterungsversuch am Hund gepriift 
(Briinig und Rabl). Dabei schien allein der Glykoliither in 
Allantoin itberzugehen. Daf Atherbindungen vom Tierkirper 
gelést werden kénnen, hat Dakin!) am Methylither des Tyro- 
sins gezeigt. Da es nicht ausgeschlossen war, daB diese Um- 





') Jl. of Biol. Chem. Bd. 8, 8. 17 (1910); Bd. 9, S. 189 (1911). 
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wandlung des Athers in Allantoin schon bei der Bereitung der 
zur Injektion passenden Lésung erfolgt ist, also das Gewebe 
gar nicht dabei beteiligt war, wurde der Versuch unter eip- 
facheren Bedingungen wiederholt. Als solche hat Peters die 
Durchblutung iiberlebender Hundelebern gewihlt; denn von 
diesem Organ ist es bekannt, daB es Allantoin aus Harnsiure 
bildet.1) Hier muBten also auch die beiden anderen Substanzen 
Allantoin geben, wenn es tiberhaupt aus ihnen entsteht. Beim 
Injektionsversuch am ganzen Tier konnten sie von anderen 
Organen abgefangen und in anderer Weise abgebaut werden. 
Dies um so mehr, da die Beobachtung von Bollmann, Mann 
und Magath am leberlosen Hund?) zeigt, daB die anderen 
Organe kein Allantoin bilden, und die im Nucleinstoffwechsel ent- 
stehende Harnsiure nicht weiter abbauen kénnen. Im Leerversuch 
wurde aus den in der Leber vorhandenen Purinen Allantoin 
nicht in Mengen gebildet, die das Ergebnis der Analyse irgendwie 
hitten verschleiern kénnen. Zusatz von gewoéhnlicher Harn- 
siure lieferte dagegen erhebliche Mengen Allantoin, eine Beob- 
achtung, die inzwischen auch von Schittenhelm und Chro- 
metzka*) mitgeteilt worden ist. Harnsiiureglykol und Spiro- 
dihydantoin lieferten auch bei dieser Versuchsanordnung kein 
Allantoin, der Harnsiureglykoldimethylither nur zu 2°/,; die 
gleiche Menge ist jedoch bei der Aufarbeitung eines zweiten 
Ansatzes gefunden worden, wo das Blut mit dem Ather ebenso 
lange Zeit im Brutschrank gestanden hat. Kurz zusammengefaBt 
laBt sich daher sagen, die drei genannten Oxydations- 
produkte sind keine Zwischenprodukte beim Abbau der 
Harnsiiure in Allantoin. 


Die oben aufgefiihrten Formelbilder der Allantoinbildung 
hat Biltz durch Beobachtungen an methyl- und athylsubsti- 
tuierten Abkémmlingen gewonnen und sichergestellt. An den 
Monomethylharnsiiuren hatten ja schon EK. Fischer und Ach 


) Schittenhelm in Oppenheimers Handbuch 2, Aufl. Bd. 8, S.611 
(1925). 
*) Am. Joph. Bd. 72, S. 629 (1925). 
®) Diese Zs. Bd. 162. S. 194 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol, Chemie. CLXXIV. 
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festgestellt, daB ihr oxydativer Abbau keineswegs so einfach 
erfolgt, wie man a priori hitte annehmen koénnen. Es ent- 
steht 1-Methylallantoin aus 3- und 9-Monomethylharnsiure 
und ebenso 3-Methylallantoin aus 1- und 7-Monomethylharn- 
siure bei der Oxydation in vitro. Es erhob sich also die 
Frage, ob bei der biologischen Oxydation der ProzeB ebenso 
abliuft. Die vier méglichen Monomethylharnsiuren sind be- 
kannt und zuginglich; die leichter zugingliche 3- und 7-Me- 
thylsiiure hat bereits Starkenstein als Piperidinsalz am 
ganzen Hund gepriift; die Tiere gingen regelmiBig nach einem 
stuporartigen Zustand ein. Ihr Harn war nicht auf Allantoin 
oder ein anderes Abbauprodukt untersucht worden, 

Wir unternahmen die Priifung in dem Gedanken, daB die 
Methylgruppe den normalen Abbau da sperrt, wo sie im Wege 
steht, ihnlich wie dies vom Methyltryptophan!) bekannt ist. Wir 
hofften also entweder eingefiihrte Methylharnsiiure zu erhalten 
oder ein Methylallantoin; der Sitz der Methylgruppe hatte in 
diesem Falle gleich auch Auskunft oder wenigstens einen Hin- 
weis gegeben iiber den Mechanismus der Reaktion. 

Wir erhielten aber nur entmethyliertes Allantoin. ,,Harn- 
siure’“, d.h. was man mit Folins Reagens colorimetrisch be- 
stimmt, kann auch unverandert durchgegangene methylierte 
Siure gewesen sein; die jeweiligen Mengen waren zu klein, 
als daB sich der Versuch einer Isolierung aus dem Harn ge- 
lohnt hitte. Nur an einem Tag erschien bei einem Versuch — 
bei der 1-Methylharnsiiture — einmal eine (colorimetrisch ge- 
messen) gréBere Menge Harnsiure, allerdings auch erst 2 Tage 
nach der Injektion und bei erhéhtem Gewebszerfall. Ihre 
Isolierung ist miBgliickt; und weitere Mengen von 1-Methy]l- 
siure standen nicht mehr zur Verfiigung, so daB der Versuch 
nicht noch einmal angestellt werden konnte. Es ist méglich, 
daB gerade durch die Methylgruppe in Stellung 1 der normale 
Abbau gesperrt ist und deshalb hier verhaltnismiBig mehr 
Methylsiure ausgeschieden worden ist wie in den iibrigen Ver- 
suchen; es kann sich aber ebenso gut auch um gewdhnliche 





') Barger u. Ewins, Biochem. Jl. Bd. 11, S. 58 (1917); Ellinge: 
u. Matsuoka, Diese Zs. Bd. 91, S. 45 (1914). 
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Harnsiure gehandelt haben. Denn die zugefihrte Siure hat 
offenbar toxisch und vielleicht diuretisch gewirkt. Die vier 
Monomethylharnsiuren haben uns also auch keinen sicheren 
Hinweis dafiir gegeben, wie Allantoin aus Harnsiure im 


Tierkérper entsteht. 
Versuchsteil. 

Zu den Stoffwechselversuchen wurden Hunde mit 3200—400 g 
Stirke unter Zulage von etwas Zucker und Fett gefiittert und ins 
N-Minimum gebracht. Dann wurde die zu priifende Substanz dem 
Futter beigemischt oder in warmer neutraler oder schwach sodaalka- 
lischer Lésung unter die Bauchhaut gespritzt. Die Flissigkeit war stets 
nach wenigen Stunden resorbiert; eine lokale Schidigung wurde niemals 
beobachtet. Die Tiere wurden nicht katheterisiert, aber im Stoffwechsel- 
kifig gehalten und dieser tiglich gespiilt. 

Im Harn wurde tiglich Gesamtstickstoff, Harnsiure, Allantoin und 
Kreatinin bestimmt. Die Harnsiurebestimmungen wurden nach Folin 
und Wu, die Allantoinbestimmungen nach Wiechowski mit den Modi- 
fikationen von Handovski') und Cohn’), die Kreatininbestimmungen 
nach Folin ausgefiihrt. 

Zur Durchblutung diente der Apparat von E. Friedmann.’) Das 
Tier wurde aus der Aorta entblutet und dabei mit warmer T'yrode- 
lésung ausgespiilt. Mit diesem verdiinnten Eigenblut wurde dann der 
Versuch an der Leber durchgefiihrt. Zur Bestimmung des Allantoin 
wurden Blut und im Fleischwolf zerhackte Leber vereinigt, mit der 
21/, fachen Volumen Wasser verdiinnt und nach Schenck entciweiBt. 
Wir hielten uns an die Angaben von Hunter.*) Die Volumina der 
Gesamtfliissigkeiten und der klaren Lésungen — médglichst mit der 
Zentrifuge hergestellt — wurden gemessen, und so wurde es ermdglicht, 
die Ausbeute auf das Anfangsvolumen umzurechnen. Das Allantoin 
wurde also stets in krystallisiertem Zustand isoliert und identifiziert 
dureh Redukticns- und Glyoxylsiureprobe, sowie durch den Schmelz- 
punkt. Wenn angingig wurde seine Reinheit auch noch durch Mikro- 
Dumas sichergestellt. Aus 200 ccm Rinderblut, dem 58,8 mg Allantoin 
zugesetzt waren, wurden 40°/, zuriickgewonnen; dabei sind die von 
Anfang an vorhandenen 1,6 mg®) nicht abgerechnet; im Leerversuch an 
der Hundeleber und im Durchblutungsversuch mit Spirohydantoin und 
Harnsiiureglykol krystallisierte der Riickstand der zum Schlub erhaltenen 
Lésung nur schlecht, so da8 die wenigen Krystallsplitter nicht bis zum 
stimmenden Schmelzpunkt gereinigt werden konnten. Die Methode der 
Aufarbeitung erreicht also offenbar nicht die Giite der von Schitten- 
helm und Chrometzka®) beniitzten. 


1) Diese Zs. Bd. 90, S. 212 (1910). 

*) Chem. Ber. Bd. 34, S. 3502 (1901). 

*) Biochem. Zs. Bd. 27, S. 87 (1910). 

*) Hoppe-Seyler-Thierfelder, S. 780, 9. Aufl. (1924). 
*) 4,7 mg in 600 cem nach Hunter [Jl. of Biol. Chem. Bd. 28, 
S. 369 (1917); Chem. Zbl. 1917, I, 1115]. 

°) Diese Zs. Bd. 162, 5. 191 (1927). 
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Oxydationsprodukte von Harnsaure. 
a) Prifung am ganzen Tier (Briinig und Rabl). 
Harnsiureglykol, dargestellt nach Biltz und Heyn!) 


Anfangsgewicht 13 kg, Endgewicht 13,1 kg. 




















Harnmenge F Ne 

Versuchstag Substanz jz. T. verdiinnt Allantoin ieee 
ecm g g 
19. IIL. = 1077 0,22 0,47 
20. III. 3,0 1400 1,54 0,25 
21. ILI. os 2845 0,57 0,27 
29. IIL. _ 2055 0,82 0,38 
23. III. 3,0 2470 0,62 — 
24. III. ae 2226 0,41 0,10 
25. III. _ 2640 0,40 one 
26. III. _— 2190 0,33 0,28 
27. ILL. _ 2125 0,96 0,27 


Aus dem Versuch geht klar hervor, daB ein Ubergang 
von Harnsiureglykol in Allantoin nicht stattfindet. 
Spiro-5,5-dihydantoin, dargestellt nach Biltz u. Heyn.’ 


Anfangs- und Endgewicht 10,75 kg. 





























Harn- 
Versuchs-}| Sub- | menge N |Allantoin] A/N |Kreatinin} Kr/N 
tag stanz | Unverd. | 
ccm S § fo g lo 
2. i7.1 — 1100 1,47 0,53 | 12,9 0,32 8,2 
29. IV. _ 960 1,83 0,30 5,9 0,29 5,9 
30. IV. 1,7 850 1,87 0,52 9,9 0,48 9,5 
ee — 1390 1,96 0,55 10,0 0,32 6,0 
2. V. — 1080 1,22 0,38 | 11,9 0,28 9,3 
i 2 2 750 1,20 0,44 12,9 0,34 10,7 
4, V. 2 625 2.42 0,81 | 11,8 0,37 5,7 
S*¥. —_ 750 1,60 0,62 13,8 0,22 5,3 
6. V. st 770 1,37 0,35 7,2 0,14 8,8 
7g. _ 145 1,65 0,48 | 10,3 0,25 5,8 
8 V. diet 695 1,31 0,32 8,6 0,26 73 | 





') Chem. Ber. Bd. 47, S. 460 (1914). 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 418, S. 39, 41 (1917). 
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Spiro-5,5-dihydantoin setzt sich also, wie der Versuch 
zeigt, nicht zu Allantoin um. Aus dem Urin konnte es nicht 
wieder erhalten werden. 

Harnsiureglykol-dimethylither, dargestellt nach 
siltz und Heyn.?) Da sich nach den Angaben von Biltz 
und Max?) Harnsiure-glykol-dimethylither leicht in 5-Methoxy- 
pseudoharnsiure umlagert, wurde dies durch eine Léslichkeits- 
bestimmung vor dem Spritzen ausgeschlossen. 


Anfangs- und Endgewicht 10,75 kg. 





ES 
































Harn- - . 
Versuchs-} Sub- | menge N eal iu veal A/N _anael K/N 

tag stanz | unverd. saure | toin nin 
ecm | g g g %% ts %, 
.% 7. 230 | 226 | 0,04 | 0,80 | 12,5 | 043 ! 7,0 
10. VI. | — 365 | 3,06 | 0,06 | 0,79 | 91 | 0,37 | 3,8 
oo: 2 oe 160 | 2,33 | 004 | 0,77 | 11,6 | 0,24 | 3,9 
avi ~~ 200 | 1,88 | 0,04 | 0,53 | 9,9 | 0,18 | 3,6 
13. VI. | 3,0 185 | 216 | 0,03 | 0,35 | 5,7 | 0,14 | 2,4 
14. VI. | — | 560 | 3,47 | 0,07 | 0,99 | 10,1 | 0,34 | 3,6 
is. VI. | — 500 | 1,93 | 0,02 | 0,66 | 11,8 | 024 | 4,5 
16. FE. | 650 | 1,30 | 0,02 | 0,41 | 11,0 | 0,20 | 5,6 
17. VI. | — | 1050 | 1,76 | 0,06 | 0,40 | 8,0 | 0,23 |] 4,9 
is. VI. | 24 835 | 1,44 | 0,05 | 0,55 | 13,4 | 0,26 | 6,8 
19. VI. | — 940 | 2,14 | 0,06 | 1,00 | 16,5 | 0,34 | 5,9 
20. VI. | — | 1035 | 1,41 | 0,08 | 0,63 | 15,9 | 0,25 | 6,6 
ae 500 | 1,08 | 0,04 | 0,50 | 16,3 | 0,20 | 6,9 
0. VI. | — 700 | 213 | 0,06 | 0,53 | 88 | 0,35 | 6,1 
33.V¥L | — 295 | 1,26 | 004 | — sae on = 


Die am 13. VI. gespritzte Menge wurde in 50cem 0,6 °/,iger Koch- 
salzlésung und 60 cem Wasser, die am 18. VI. gespritzte Substanz in 
60 ecem 0,6 °/,iger Kochsalzlésung und 60 ccm Wasser gelést. Zu er- 
warten waren folgende Allantoinmengen: 13. VI. 1923: 2,062 g, 18. VI. 
1,649 g Allantoin. Im Urin wurden wieder gefunden: am 14. und 15. VI. 
1923: 0,648 g, am 19. und 20, VI. 0,627 g Allantoin. 


In beiden Fallen ist eine deutliche Steigerung des Allan- 
toinspiegels zu beobachten, die nicht mit einer Vermehrung 





) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 413, S. 16 (1917). 
”) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2477 (1921). 
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der tibrigen Stickstoffkomponenten einhergeht. Um eine Reizung 
des Kérpers handelt es sich also nicht, sondern wie die weiteren 
Versuche zeigen, um eine geringe Zersetzung des Glykolithers 
im Kérper ohne Mitbeteiligung der Gewebe oder wihrend seiner 
Aufarbeitung im Harn. 


b) Priifung an der iiberlebenden Leber (I. Peters). 


1. Leerversuch. Gewicht der Leber 200 g. Dauer 
der Durchblutung 6 Stunden. Isoliert Spur Allantoin, zu 
wenig fiir endgiiltige Reinigung. 

2. Zusatz von Harnsiiure (900 mg). Lebergewicht 250 g. 
Dauer 5 Stunden. Blut- und Tyrodevolumen 800 ccm. Isoliert 
16,6 mg Allantoin, umgerechnet auf Ausgangsvolumen 64,8 mg = 
7,6°/, der Theorie. 

3a. Zusatz von Harnsiureglykol (500 mg). Lebergewicht 
275 g. Dauer 6 Stunden. Tyrode- und Blutvolumen 590 ccm. 
Kein Allantoin isoliert. 


3b. Desgl. 2000 mg. Lebergewicht 265 g. Dauer 6 Std. 
Tyrode- und Blutvolumen 500 ccm. Kein Allantoin isoliert. 

4a. Zusatz von Spirodihydantoin (1000 mg). Lebergewicht 
265 g. Tyrode- und Blutvolumen 450 ccm. Dauer 6 Stunden. 
Kein Allantoin isoliert. 

4b. Desgl. (1000 mg). Lebergewicht 700 g. Tyrode- und 
Blutvolamen 800 ccm. Dauer 6 Stunden. Kein Allantoin 
isoliert. 

5a. Zusatz von Harnsiureglykol-dimethylither (2000 mg). 
Lebergewicht 600 g. Tyrode- und Blutvolumen 600 ccm. 
Dauer 5 Stunden. Isoliert 27 mg Allantoin, umgerechnet auf 
Ausgangsvolumen 44,2 mg = 3,2°/, der Theorie. 

Kontrollyversuch: 200 ccm Rinderblut und 600 mg des 
Athers wurden 5 Stunden bei 37° im Brutschrank gehalten. 
Kein Allantoin isoliert. 

Db. Desgl. Zusatz 4,4 g. Lebergewicht 490 g. Tyrode- 
und Blutvolumen 400 ccm. Dauer 9 Stunden. Isoliert 46 mg 
Allantoin, umgerechnet auf Ausgangsvolumen 65 mg = 2,159/, 
der Theorie. 
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Kontrollversuch: 200 ccm von demselben Blut wurden 
mit 2,2 g des Athers ebenfalls 9 Stunden im Brutschrank ge- 
halten. Isoliert wurden 23 mg Allantoin, auf Ausgangsvolumen 
umgerechnet 32 mg = 2,12°/, der Theorie. 


Methylharnsauren. 


1. Verhalten der Methylharnsdure bei Folin- 
bestimmung (Rab)). 


Die Methylharnsiuren sind als Silbersalze vollstandig 
fallbar und geben auch die Farbreaktion mit P. W.S.; die 
Farbtiefe ist allerdings geringer wie bei der gewdéhnlichen 
Harnsaure. Bei der 3-Methylharnsiure betrigt sie nur etwa 
52°/, der von Harnsiure. Die Folinbestimmung 1iBt sich mit 
den Methylséuren durchfihren: 


3-Methylharnsiure e = 1,084mg Gef. 1,066 mg = 98,3 °/, 


e = 1,084 mg » 1,061 mg = 97,9 
7-Methylharnsiiure e = 1,034 mg » 1,019 mg = 98,5 
e = 1,034 mg 5, 1,027 mg = 99,3. 


Weil iiber die Haltbarkeit von Methylharnsiurelésung 
unter den Verhiltnissen, die zur Folinbestimmung erforderlich 
sind, nichts bekannt ist, wurde die Harnsdure selbst als Test- 
substanz benutzt und (im Versuch, S. 106) auf Methylharnsiure 
umgerechnet. Bei den spiteren Versuchen beziehen sich die 
Angaben auf nichtmethylierte Harnsiure. 


2. Fillbarkeit von Allantoin und der Methylallantoine 
mit Wiechowski-Lésung (Viehl). 

a) Allantoin. Im Anschlu8 an Wiechowski?) wurde 
festgestellt, daB Allantoin bei einem p,, von 6,2 (Bromthymol- 
blau hellgriin) fast quantitativ gefallt wird. Fir das Ver- 
haltnis von n/10-Quecksilber: n/10-Allantoin in der Allantoin- 
quecksilberverbindung gibt Handovsky?) als Durchschnitts- 
wert 3,62 an. Doch fand ich, da8 dies nur fiir ein p,, von 


*) Hofm. Beitriige Bd. 11, 8S. 109 (1908). 
*) Diese Zs. Bd. 90, S. 212 (1914). 
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etwa 8,0 gilt. Bei einem p,, von 6,5 erhielt ich als Mittel. 
wert von drei Bestimmungen 8,16; bei einem p,, von 9,0 3,86; 
und bei einem p, von 10,0 3,78. Wenn man also dex 
Allantoinbestimmung die Quecksilbertitration zu- 
grunde legt, ist vorher die H-Ionenkonzentration zu 
ermitteln. 


b) Fallbarkeit der Methylallantoine. 
































m/20-3-Methyl-| Wiechowski-Lisung | °/, Kjeldahl-N im | Ndg. ccm 
allantoin Sige cincdacaapeas ee Cee aes n/10- 

ecm ecm | Pu Filtrat Ndg. Rhodan 
5,0 50 | 6,8 — |. _ 
5,0 40 | 84 7 | — 
5,0 80 | 84 “ | » _ 
5,0 30 | 84 71 27 — 
5,0 90 | 98 — | 2 6,4 
5,0 150 «=| 8,2 a 30 6,2 
5,0 40 | 172 —_ | —_ 4,9 
5,0 30 8,4 a _ 6,3 
5,0 60 | 8,4 ~ — 6,9 
5,0 40 ss 88,4 — — 7,1 
5,0 40 | 4,8 i on 6,2 

m/20-1-Methyl- 

allantoin 

5,0 40 6,8 Ganz langsam geringe Triibung 
— — 9,8 —- | = 6,8 
5,0 40 9,8 “ 6| «6 ~ 
5,0 150 9,8 3s. | _ 











1- und 3-Methylallantoin werden also im Gegensatz zum 
Allantoin durch Wiechowskische Lésung erst bei einer 
H-Ionenkonzentration gefallt, die geringer als 7,2 ist, und auch 
dann nur bis zu 75°/). Die Ausfillung wird am besten derart 
durchgefiihrt, daB die Lésung, die nicht zu weit verdiinnt sein 
darf, mit Wiechowskischer Lésung im geringen Uberschuf 
versetzt und dann mit verdiinnter Sodalésung gegen Phenol- | 
phthalein bis zum Rosaton (p,, = etwa 9,8) titriert wird. Bei 
der Titration des in verdiinnter Salpetersiure gelésten Nieder- 
schlages wurde als Mittelwert von 7 Bestimmungen, die mit 
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einer Lisung vom p,, = etwa 8,2 durchgefiihrt wurden, auf 
5 ccm m/20-Methylallantoinlésung 6,76 ccm n/10-Rhodanlésung 
verbraucht. Das ergibt, da das Methylallantoin im Durch- 
schnitt nur zu 74,2°/, ausgefillt wird, auf die Gesamtmenge 
umgerechnet, einen Verbrauch von 9,12 ccm. Das Verhiiltnis 
von n/10-Quecksilber: m/10-Methylallantoin betrigt somit 3,64 
bei einem p,, von etwa 8,2. 

Auf Grund dieser Angaben schien die Trennung des 
Allantoin von seinen Methylprodukten in einfachster Weise 
moglich: ersteres fallt schon bei p,,=6,2, letzere noch nicht. 
Die Durchfiihrung zeigte aber, daB die Kinzelkomponenten im 
Gemisch sich nicht so verhalten. Auch wenn man bei p,,=6,8 
fallt, schlieBt der Allantoinniederschlag schon Methylallantoin 
ein (rund 20°/, berechnet aus der Hg-Titration). 


c) Einflu8 von Harnstoff auf die Wiechowski- Fillung. 


Wiechowski!) erwaihnt bereits, da8 Harnstoff den Allan- 
toinniederschlag lést und daB bei groBem UberschuB an Reagens 
Harnstoff teilweise mitgefillt wird. Diese Triibung tritt aber 
langsam ein und bleibt bei geeigneter Reaktion der Lésung 
gering, 

1. 1,0 g Harnstoff wurden in 30 cem Wasser gelést und mit 150 ccm 
Wiechowskischer Lésung (py = 9,8) versetzt. Es bildete sich sofort 
ein flockiger Niederschlag. 

2. Desgl. und 50 cem Wiechowskischer Loésung (p;; = 8,4) 
fiillt nicht. 

3. Desgl. und 80 cem Wiechowskischer Lésung (py = 8,4) triibt 
sich langsam. 

4. Desgl. und 90 ceem Wiechowskischer Lésung (p;; = 7,5) triibt 
sich langsam und bildet einen geringen Niederschlag. 

Trotzdem stért Harnstoff die Fillung des Methylallantoin 
betriichtlich; die Fallung tritt erst bei geringerer Wasserstoff- 
ionenkonzentration ein, bleibt offenbar unvollstiindig und 
schlie8t Harnstoff ein. 

5. 1,0 ¢ Harnstoff wurden in 5 ecm m/20-1-Methylallantoinlésung 
gelist und mit 40 cem Wiechowskischer Lisung versetzt. 


) Neubauer-Huppert, Anal. d, Harns 11. Aufl., S. 1076 (1913) 
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Die Gesamtlésung wurde mit Sodalésung bis zur Alkalitaét gegen 
Phenolphthalein (py = 9,8) titriert, sie blieb klar. Erst auf Zusatz von 
weiteren 150 ccm Wiechowskischer Lisung vom py, = 9,8 bildete 
sich ein flockiger Niederschlag. Er enthielt 134°/, des Kjeldahl-N vom 
eingesetzten Methylallantoin, so daB also ein bedeutender Anteil an 
Harnstoff mitgefallen ist. Bei einem zweiten Versuch, bei dem die 
gleichen Mengen Liésung gebraucht waren, aber das Gemisch vor dem 
Filtrieren einige Stunden stehen blieb, steckten 166°/, des angewandten 
Methylallantoin-N in der Fallung. 

6. 1,0 g Harnstoff wurden in 5 cem m/20-3-Methylallantoinlésung 
gelist und mit 90 ecm Wiechowskischer Loésung (pq = 9,8) 
versetzt. 

Die Lisung blieb zunichst klar und bildete nach einigen Stunden 
einen geringen Niederschlag. Es wurden dann noch 30 ccm Wie- 
chowskischer Lésung (py = 9,8) zugesetzt, worauf sich ein Nieder- 
schlag abschied, zu dessen Hg-Bestimmung aber nur 3,7 ccm n/10- 
Rhodanlésung verbraucht wurden. 


3. Tierversuche.?) 


3-Methylharnsaure. Dargestellt nach Traube?): 
Gef. 30,52 °/, N. Ber. 30,77°/, N. 


Gewicht 8000 g. 

















Substanz enemas waineas- dal Allantoin 
Versuchstag z. TI. verdiinnt | harnsiiure 
Ss com 8 8 
1. 1 —_ — — 
2. 1 483 — 0,55 
2 710 0,11 0,81 
4 8 580 0,08 0,97 
5, 3 583 0,14 0,65 
6. 4 201 0,04 0,22 
7. ont 977 0,08 0,48 
8. — 780 0,03 0,98 














*) 3-, 7- und 9-Methylharnsiure wurden von Briinig und Rabl, 
1-Methylharnsiiure von Einecke dargestellt und gepriift. 


*) Chem. Ber. Bd. 33, S. 8035 (1900). 
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Die Substanz wurde in beiden Versuchsreihen per os 
gegeben. Im Harn erschien sie nicht wieder, der N-Spiegel 
stieg nicht wesentlich, der Allantoinspiegel im ersten Ver- 
such etwas. Um es zu identifizieren, wurde es priaparativ 
herausgeholt nach Wiechowski und durch Schmelz- 
und Mischschmelzpunkt als Allantoin und nicht als Methyl- 
allantoin bestimmt. Der Harn war optisch inaktiv. Im 
zweiten Versuch konnten im Kot keine wesentlichen Mengen 
Harnsiure gefunden werden. 


Anfangsgewicht 13200 g, Endgewicht 13 100 g. 





Vers.- | Substanz prarmmnenge N sini Allantoin j Kreatinin 
Tac unverd. siure 
- of ccm a g os ~ 
1. — 950 1,45 0,02 0,69 0,25 
2, — 1030 1,67 0,03 0,67 0,26 
8. _ 1350 1,76 0,05 0,79 0,52 
— 1200 1,29 0,03 0,51 0,39 
5. 3 550 2,00 0,03 0,76 0,31 
6. — 1490 2,05 0,05 0,68 0,22 
7. — 1850 1,01 — 0,60 0,29 
8. — 1365 0,91 0,01 0,60 0,23 
9. — 1350 1,73 0,05 0,64 0,42 
10. 5 510 1,45 0,02 0,65 0,30 
11. — 2970 1,68 0,03 0,54 0,34 
12. — 1550 1,68 0,03 0,66 0,34 
13. — 2260 1,49 0,06 — 0,48 
14, -- 1650 1,68 - -- 0,31 
15. — ~ 1,30 0,05 — 0,38 
16. — — 1,65 0,02 — 0,43 
17. — — 1,65 0,02 — 0,43 
18. — — 1,02 — — 0,18 
19, — — 1,02 — — 0,18 




















7-Methylharnsaiure. Dargestellt nach H. Biltz, Mar- 
witzki und Heyn?): Gef. 27,75 und 27,55°/,, im Mittel 





*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 423, & 125 (1921). 
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27,65°/, N. Ber. 28,00 N fiir das Monohydrat. Léslichkeit: 
Gef. 0,1864g in 16ccm kochendem Wasser, also 1:85,8; nach 
Biltz bei schnellem Arbeiten angenihert 1:82. 


Anfangsgewicht 80 kg, Endgewicht 70 kg. 





Vers.- | Substanz SannRReES N senenial Allantoin | Kreatinin 
wae z. IT’. verd. harns,. 
& ccm g ~ g g 

1 1 850 1,17 0,10 on 0,30 83! 

2 2 760 1,51 0,21 0,52 0,35 

3 2 660 1,53 0,20 0,35 0,38 

4 1 560 1,60 0,19 0,33 0,38 

5 “ 473 1,40 0,18 0,64 0,26 

6 2 403 3,04 0,27 0,10 0,54 

7 1 510 1,74 0,27 1,73 0,15 

8. — — —_ — _— — 

9 a 875 2,17 0,26 0,61 0,24 
10. _ 940 1,71 0,21 0,99 0,24 
11. — 872 1,63 0,17 0,33 — 
12. a 563 0,91 0,09 0,53 0,13 
13. asi 922 0,70 0,07 i 0,07 
14. -_ 1131 0,87 0,09 se 0,24 




















Die Substanz wurde per os gegeben. Sie wurde besser 
als die 3-Methylharnsiiure verwertet. An dem einen Tage stieg 
der Allantoinspiegel stark an. Durch seinen Schmelz- und 
Mischschmelzpunkt stellt es sich heraus, daB reines Allantoin 
vorlag. Der Harn war praktisch optisch inaktiv. 

9-Methylharnsiure. Dargestellt nach H. Biltz und 
Heyn’*) aus roher Methylharnsiiure; sie wurde als Barium- 
salz aus dieser gefiillt. Gef. 27,44 und 27,72°/,, im Mittel 
27,58 °/, N, Ber. 28,00°/, N fiir Monohydrat. Léslichkeit: 
Gef. 0,114 g in 250 ccm kochendem Wasser, also 1:2200; nach 
Biltz 1:2500. 





') Chem. Ber. Bd. 52, 8. 768, 784 (1919); Liebigs Ann. d. Chem. 
Bd. 418, S. 87, 105, 107 (1917). 
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Anfangsgewicht 130 kg, Endgewicht 132 kg. 




















Versuchs- Harnmenge 
tag | Substanz| unverd. | verd. | N  |Allantoin] ‘7% 
tinin 
1923 eem ecm 
29. 6. _ sa — 1,333 - 0,390 
30. 6. — — 1,333 — 0,390 
1% — 1575 2075 1,506 — 0,456 
2%. — 1450 1750 1,102 -- 0,324 
8, 7. — 1230 2360 2,187 0,786 0,525 
a # — 2050 3140 1,577 0,892 0,385 
5. 7. —_ 1560 2460 1,533 0,534 0,480 
$. 7. — 2150 2370 yo 74 0,647 0,373 
, oe P 0,8 2020 2850 1,175 0,729 0,224 
8, 7. — 1600 2415 0,801 0,696 0,177 
9. 7. — 370 815 0,575 | 0,723 0,114 
10.7 | — 125 450 0,370 | 0,325 0,061 
1. Be 2,0 500 1040 2,152 0,816 0,348 
12. 7 _— 350 800 1,334 0,558 0,177 
18. 7 — 375 900 1,859 0,628 0,135 
14, 7 —_ 710 1500 2,828 0,959 0,313 
15. 7 _ — | 900 1,562 | 0,523 0,169 
16. 7 — --- 850 361 0,148 0,090 


Die Harnsiure ist also im Harn nur in geringen Mengen 
vorhanden; die Werte stiegen auch nicht nach dem Spritzen 
bei hohen N-Werten, sie wurde deshalb nicht niher bestimmt. 
Die Methylsiiure wurde subcutan gegeben. Die niedrigen N- 
Werte, denen die entsprechenden Kreatininwerte parallel gehen, 
fallen auf, jedoch fiihlte sich der Hund wihrend dieser Tage 
unwohl. Ks ist méglich, daB hier eine toxische Wirkung vor- 
liegt; beim zweiten Spritzen zeigt sie sich nicht. 


1-Methylharnsdure. Dargestellt nach E. Fischer 
und Klemm!) mit der Abinderung von J. Kartte’), vgl. auch 
Biltz.%) 


1) Chem. Ber. Bd. 80, S. 3092 (1897). 
*) Diss. phil. Breslau 1913. 
) Liebigs Ann. d, Chem. Bd. 413 S. 127 (1917). 
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Anfangsgewicht 15,7 kg, Endgewicht 15,0 kg. 











‘ Tages- 
Versuchs-] Substanz} Harn N Allantoin ani deeeheboit 
tag Harnsiure 
* 3 oe g g g g 
$2.41, — 250 1,18 _ om - 
23. 11. |] P 
we 25 0,11 _ one i 
24. 11. | oe , 
25, 11 _ 370 1,61 “0 ~ , 
26. 11. _ 1000 2,91 = si = 
27. 11. — 1060 2,26 st a ae 
28. 11. | 0,9888 850 2,14 sa - . 
29. 11. | subcutan 820 1,40 0,47 ~- — 
30. 11. — 865 2,55 0,394 ) . 
$1. 11. — 720 2,19 0,53 aie oe 
1. 12, = 355 1,58 0,25 
2, 12. Jan 525 1,79 0,61 
3. 12 _ 750 1,70 ° 56 } | 0,12 0,030 
4. 12. —- |) ie 
495 5 
5. 12. | 15281 |f 4% 1,86 0,67 
6. 12. | subeutan 505 1,17 0,39 — i 
1. 12. — 2150 3.84 0,38 | 0,41 — 
9 mee : 
8. 12. 1020 1,94 0,36 0.08 0.097 
9, 12 _ 800 2,04 0.22 
10. 12. — 1210 2,03 0,39 — sana 
1.12 { — | 40 1,82 30 oe ~ 
22, 12. ve 340 1,39 0,4005 | — sie 
23. 12. — 900 1,90 0,262 — oo 




















Nach der ersten Harnsiiuregabe am 28. XI. indern sich 
die Ausscheidungswerte von Allantoin, Gesamt-N und Harn- 
siure nicht, die zu verzeichnenden Schwankungen bewegen sich 
durchaus innerhalb der normalen Grenzen. Nach der zweiten 
Injektion steigen simtliche Werte am 2. Tage sehr stark an, 
jedoch sind die Stickstoffwerte so hoch, da& man annehmen 
mu, daB es sich um eine Reizung handelt, durch die eigenes 
KorpereiweiB abgebaut wurde. Der Harn vom 7. XII. wurde 
daher praparativ aufgearbeitet, nachdem aber ein groBer Teil 
fiir die quantitativen Bestimmungen geopfert worden war. Es 
wurden 0,277 g Roh-Allantoin erhalten, daraus 0,145 g gewéhn- 





} 
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liches Allantoin identifiziert durch Schmelz- und Mischschmelz- 
punkt, Analyse und Uberfiihrung in die Xanthydrolverbindung 
(Fosse’). Zur Abtrennung von etwaigem Methylallantoin laBt 
sich Methylalkohol?) benutzen, in dem dieses sich lést. Der 
methylalkoholische Auszug des Roh-Allantoin aus dem Harn 
ergab 0,117 g eines braunen, schmierigen, nur teilweise krystalli- 
nischen Riickstandes, aus dem sich bei der Aufarbeitung aber 
nur Dixanthylharnstoff gewinnen lieB (identifiziert durch Schmelz- 
punkt, Mischschmelzpunkt und Analyse). Die Aufarbeitung 
auf Harnsiure ging leider durch Unfall verloren. 


Zusammenfassung. 


Harnsiiure-4,5-glykol, sein 4,5-Dimethylither sowie Spiro- 
5,5-dihydantoin werden im Kérper des Hundes und yon seiner 
iiberlebenden Leber nicht in Allantoin ibergefiihrt. 

Die vier mogliche: ry .iethylharnsiuren gehen, wenn 
iiberhaupt, nur in gewOhnliches (entmethyliertes) Allantoin iiber. 
Uber das Verhalten der Methylharnsiiuren bei der Be- 
stimmung nach Folin, iiber die Fiallbarkeit der Methylallan- 
toine mit Wiechowskischem Reagens werden nahere Angaben 


gemacht. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und 
der Rockefeller-Stiftung sei auch an dieser Stelle fiir ihre 
Unterstiitzung gedankt. 





1) C. R. Bd. 176, S. 1719 1923); Bd. 177, S. 119 (1923); Chem. Zbl. 
1923, III, S. 778. 
*) Biltz, Chem. Ber. Bd. 43, S. 2001 (1910). 








Desamidierung des Arginins. 
Von 


K. Felix und H. Miiller. 


Aus dem Laboratorium der II. Medizin. Klinik der Universitit Mimnchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Januar 1928.) 


Die Desamidierung des Arginins mit salpetriger Siure 
haben wir, ausgehend von Fragen iiber das Schicksal dieses 
wichtigsten Eiwei8bausteins im intermediiren Stoffwechsel, 
durchgefiihrt. Neben dem bekannten Abbau durch Arginase 
zu Harnstoff und Ornithin, wird das Arginin zweifellos noch 
auf andern Wegen im Kérper umgewandelt und dadurch fiir 
andere Verwendungen vorbereitet. Nach unseren bisherigen 
Kenntnissen ist es der einzige guanidinhaltige primire Zell- 
baustein, aus dem der erwachsene Organismus oder der heran- 
wachsende Hiihnerembryo andere wichtige Guanidinderivate 
wie Kreatin und Guanin bilden kann. Diese vermuteten Zu- 
sammenhinge setzen einen oxydativen Abbau des Arginins 
voraus. Um denselben in spiteren Versuchen niher zu ver- 
folgen, haben wir das Derivat des Arginins dargestellt, in dem 
die erste Stufe der Oxydation schon vorweggenommen und die 
«¢-Aminogruppe durch eine Hydroxylgruppe ersetzt ist. Wir 
nennen die Verbindung nach dem Beispiel des entsprechenden 
Derivats des Leucins Argininsaéure (¢-Oxy-d-guanidinovalerian- 
siure). 

NH 
NH,—G—NH—CH,— CH,—CH,—CHOH—COOH. 


Wir haben zuerst versucht, mit Natriumnitrit und Hisessig 
unter denselben Bedingungen, wie sie fiir das van Slykeschie 
Verfahren zur Bestimmung der freien Aminogruppen vor- 
geschrieben sind, zu desamidieren, konnten aber kein krystalli- 
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sierendes Produkt erhalten. Auch die Verwendung von Barium- 
nitrit und Schwefelsiure gab keine giinstigen Resultate. Glatt 
verliuft dagegen die Reaktion, wenn man Argininmonochlor- 
hydrat sich mit etwas mehr als der aquivalenten Menge Silber- 
nitrit umsetzen laBt. Es fallt Chlorsilber aus, aber ohne daB 
Stickstoff entweicht. Zuerst entsteht das salpetrigsaure Salz 
des Arginins, das sich unter bestimmten Bedingungen isolieren 
laBt. Ks krystallisiert ahnlich wie das Argininchlorhydrat und 
ist optisch aktiv [@]? =+ 13° Die Gasentwicklung setzt erst 
ein, wenn das Filtrat vom Chlorsilber auf dem Wasserbad 
erwirmt wird. Nach Beendigung der Reaktion wird der ge- 
ringe UberschuB an Silber durch Schwefelwasserstoff entfernt 
und dieser wieder durch Kohlensiiure verjagt. Beim Kinengen 
im Vakuum scheidet sich die Argininsiure krystallin ab. Nach 
dem Umkrystallisieren aus Alkohol und Wasser zersetzt sie 
sich bei 228° Ihre waBrige Loésung reagiert neutral und 
dreht das polarisierte Licht nach links [¢}” =— 12,5° Eine 
freie Aminogruppe ist nicht mehr nachzuweisen. Die Ver- 
bindung bildet mit Pikrinsiure und Pikrolonsiure Salze mit 
einem Siureaiquivalent, dagegen kein Carbonat. Kochen mit 
Baryt zerlegt sie in Harnstoff und ¢-Oxy-d-aminovaleriansiure, 
die als solche und durch ihre Umwandlung in Oxypiperidon 
identifiziert wurde. Die Guanidingruppe ist somit, wie zu er- 
warten war, bei der Desamidierung nicht angegriffen worden, 
was sich auBerdem noch aus der positiven Reaktion nach 
Sakaguchi ergibt. 


Experimenteller Teil. 

Darstellung der Argininsiure. 10g Arginin-mono- 
chlorhydrat (Schmelzp. 235°) werden in 500,ccm Wasser gelist 
und dazu 8g Silbernitrit (1,1 Mol) gegeben und einige Stunden 
bei Zimmertemperatur turbiniert. Vom ausgefallenen Chlorsilber 
wird abfiltriert. Wihrend dieser Zeit entweicht noch kein Stick- 
stoff, weil sich zuniichst das Nitrit des Arginins bildet. Erst wenn 
man erwarmt, tritt die Reaktion ein. Es wird so lange auf dem 
Wasserbad erwirmt, bis die Stickstoffentwicklung beendet ist. 
Die Liésung reagiert jetzt schwach alkalisch, ist frei von Chlor, 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXXIV. 8 
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enthilt aber noch eine kleine Menge Silber, die durch Schwefel- 
wasserstoff entfernt wird. Aus dem Filtrat vom ausgefallenen 
Schwefelsilber wird der iiberschiissige Schwefelwasserstoff durch 
Kohlensiure vertrieben. Die Fliissigkeit, die nun frei von 
Silber-, Chlor- und Schwefelionen ist, wird im Vakuum auf 
siedendem Wasserbad eingeengt. Meistens scheidet sich schon 
dabei das Reaktionsprodukt an den Wanden des (GefaBes 
krystallinisch ab. Der Riickstand wird in wenig Wasser ge- 
list, mit Alkohol bis zur Triibung versetzt und zur Krystalli- 
sation in den Hisschrank gestellt. Aus der Mutterlauge kann 
auf Zusatz von Ather noch eine weitere Menge erhalten werden. 
Die Ausbeute an Rohprodukt betragt 8 g, 96°/, der Theorie. 
Nach dem Umkrystallisieren aus Wasser und Alkohol sintert 
die Substanz bei 224—227° und zersetzt sich bei 228°, wenn 
bis 220° rasch und dann weiter langsam erhitzt wird. Die 
Krystalle sind meist drusenférmig angeordnete spitze Nadeln. 

Dampft man die Lésung der Argininsiiure, die man nach der Ent- 
fernung des Silbers und Schwefelwasserstoffs erhilt, nicht im Vakuum, 
sondern in einer Schale auf dem Wasserbad ein, so zersetzt sich die 
Substanz unter Abgabe von Kohlensiiure. Die Vorginge, die sich dabei 
abspielen, konnten wir noch nicht aufkliren, sondern nur ein Pikrat 
gewinnen, das aber nicht einheitlich war. 

Analyse nach Preg!: 
4,145 mg Substanz gaben 6,190 mg CO, und 2,685 mg H,0. 


3,750 mg + ie 0,847 com N, = 0,898 mg N, (708 mm, 21°). 
C,H,,0,N, (175,13) Ber. C 41,1°/, H 7,48°/, N 23,99, 
Gef. ,, 40,73  T,25 23,97 


Die Argininsiure lést sich leicht in Wasser und Lisessig, 
sehr schwer in Athyl- und Methylalkohol, nicht in Ather und 
Chloroform. Die waBrige Lisung reagiert neutral. Weder mit 
der van Slykeschen Methode noch mit der Formoltitration nach 
S. P. LL. Sérensen gibt sie freien Aminostickstoff. Mit Ninhydrin 
gibt sie eine ganz schwache Blaufirbung. Sie ist optisch aktiy, 
[ep =— 12,5°. Sie fallt mit Silber—-Baryt und Phosphor- 
wolframsaure. Mit 1 Mol Pikrinsiure bildet sie ein Salz, das nach 
dem Umkrystallisieren aus Wasser bei 145° schmilzt und bei 
205° sich zersetzt. Das Pikrolonat, das im Vakuum getrocknet 
ist, dunkelt bei 223° und zersetzt sich bei 227°—228°, 
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Gegen Thymolblau’) laBt sich eine basische Gruppe ti- 
trieren. 5 ccm einer Lésung, die in 100 ccm 0,3769 g ent- 
halt, verbrauchen 1,80 ccm 0,2 n-HCl. Um das gleiche End- 
volum an Wasser auf dasselbe p, zu bringen sind 1,25 ccm 
0,2 n-HCl nétig. Zur Neutralisation der basischen Gruppe 
bleiben somit 0,55 ccm 0,2 n-HCl. Auf 2,9 Atome Stickstoff 
wird ein Siureiquivalent gebunden. AuB8erdem ergibt sich aus 
der Titration ein Aquivalentgewicht der Argininsiure von 171,4 
berechnet 175,13. Die Carboxylgruppe liBt sich weder alkoho- 
lisch noch gegen Alizaringelb titrieren. Da die Substanz neutral 
reagiert, also die Carboxylgruppe so stark dissoziiert sein muB. 
daB sie die stark basische Guanidingruppe zu neutralisieren ver- 
mag, miBte man eigentlich erwarten, daB sie bei dem Umschlag 
des Alizaringelbs (p,, = 11,7) titriert werden kann. Die intra- 
molekulare Absaittigung zwischen den beiden Gruppen scheint so- 
mit gegentiber hohen Hydroxylionenkonzentrationen bestindiger 
zu sein als gegeniiber hohen Wasserstoffionenkonzentrationen. 

Harnstoffspaltung. 5g Argininsiure werden mit 
400 ccm einer kalt gesittigten Barytlésung 11/, Stunde am 
RiickfluBkiihler gekocht. In die noch warme Filiissigkeit wird 
Kohlensiure eingeleitet. Das Filtrat vom Bariumcarbonat wird 
auf dem Wasserbad zum Sirup eingeengt. Dabei scheidet 
sich nochmals Bariumcarbonat ab, von dem jeweils abzufil- 
trieren ist. Aus dem Sirup wird der Harnstoff dreimal mit 
siedendem absoluten Alkohol ausgezogen. Er wurde als Nitrat, 
durch die Biuretreaktion, seinen Schmelzpunkt und ferner durch 
die Elementaranalyse identifiziert. 

Der in Alkohol unldésliche Riickstand des Sirups wird in 
Wasser aufgelést und mit Schwefelsiure der Rest an Barium 
quantitativ entfernt. Die Lésung wird im Vakuum eingeengt 
und dabei fortwahrend Alkohol zutropfen gelassen, bis die 
Krystallisation einsetzt. Die Krystalle werden aus Wasser und 
Alkohol umkrystallisiert und zeigen dieselben EKigenschaften 
wie die von KE, Fischer und Géza Zemplen?) als d-Amino- 
w-oxy-valeriansiure beschriebene Verbindung. Nach drei- 





) K. Felix und H. Miller, Diese Zs. Bd. 171, S. 4 (1927). 
2) Chem. Ber. Bd. 42, S. 4882 (1909). 
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maligem Umkrystallisieren aus Wasser mit Alkohol und Ather 
bleibt der Schmelzpunkt konstant auf 193°—194° korr. (188° 
bis 191° nach EK. Fischer). Die Oxyaminosaure lést sich 
sehr leicht in Wasser, schwer in kaltem Methyl- und Athy)- 
alkohol, wenig in heiBem Athylalkohol. Die waBrige Lésung 
reagiert schwach sauer. 


Analyse nach Pregl. 


Kjeldahl: 0,1866 g wurden in 25 cem gelést; 1 cem davon ver- 
brauchte 3,90 cem n/70-HCl, N 10,45°/,, ber. 10,53. 


3,675 mg Substanz gaben 6,030 mg CO, und 2,675 mg H,O. 


3,670 mg a » 0,375 ccm N, =0,4037 mg N, (719 mm, 21°). 
C.H,,0,N (133,10) Ber. C 45,08%, H 8,33°/, N 10,58°), 
Gef. ,, 44,76 8,14 y 11,00. 


Bei der Formoltitration reagierte der ganze Stickstoff als 
freier Aminostickstoff. Die alkoholische Titration nach R. Will- 
statter und KE. Waldschmidt-Leitz ergab eine Carboxyl- 
gruppe. 5 ccm der fiir die Kjeldahlbestimmung beniitzten 
Loésung verbrauchten bei der Formoltitration 2,6 ccm n/10-NaOH, 
bei der alkoholischen Titration 1,4 ccm n/5-NaOH. Daraus 
ergibt sich ein Aquivalentgewicht von 135, berechnet 132,1. 

Die Oxyaminsaure haben wir noch nach E. Fischer und 
G. Zemplén*) 10 Minuten auf 190° erhitzt. Dabei sublimierte 
ein Teil der Masse und setzte sich oben im Reagensglas krystallin 
ab. Den Riickstand haben wir mit heiBem Kssigester aus- 
gezogen. Aus der Loésung schieden sich beim Erkalten lange 
prismatische Nadeln ab, die bei 160° sinterten und bei 169° 
schmolzen. Da sich nicht der ganze Riickstand in Essigester 
auflésen lie’, wurde er mit Alkohol extrahiert, der Alkohol 
verdampft, und dieser Riickstand dann in Kssigester gelést. 
Daraus schieden sich dieselben Krystalle wie oben ab. Die 
sublimierte Substanz hatte auch die gleichen EKigenschaften 
wie die aus Essigester krystallisierte. Es sind dieselben, wie 
sie EK. Fischer und G. Zemplén fir das f-Oxy-a-piperidon 
beschreibt. Die Verbindung ist leicht léslich in Wasser und 
Alkohol, schwerer in kaltem Hssigester, schwer in Ather und 
Chloroform, dagegen unterscheidet sich die Verbindung von 
der KE. Fischers durch den Schmelzp. (141—142°) und ibr 


') Chem. Ber, Bd. 42, S. 4884 (1909). 
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Verhalten gegeniiber Phosphorwolframsaure, mit der sie keinen 


Niederschlag gibt. 
Analyse nach Pregl]. 


3,850 mg Substanz gaben 7,405 g CO, und 2,575 mg H,0. 


3,665 mg _s, ,» 0,411 cem N,=0,453 mg N, (724 mm, 16°). 
O;H,O,N (115,09) Ber. © 52,14°/, H 7,889), N 12,18°%, 
Gef. ,, 52,47 » 7,49 12,87. 


Wird die Argininsaure selbst iiber ihren Schmelzpunkt im Ol- 
bad erhitzt, so zersetzt sie sich und es scheidet sich im kihlen 
Teil des Reagensglases ein krystallisiertes Sublimat ab. Seine 
Kigenschaften stimmen mit denen des 8-Oxy-a-piperidons iiberein. 

Beim Erhitzen mit konz. Schwefelsiure spaltet die Arginin- 
siure Kohlenoxyd ab und geht in Guanidinobuttersiure iiber. 
Oxydation mit Bariumpermanganat nach F. Kutscher?) fihrt 
zu Guanidin, Guanidinbuttersiure und Bernsteinsiiure, abnlich 
wie beim Arginin selbst. Zum Unterschied von diesem wird 
aber kein Ammoniak abgespalten. 

Darstellung des Argininnitrits. Wir haben dazu 
10 g Argininchlorhydrat in waBriger Lésung mit der genau 
aquivalenten Menge Silbernitrit (7,31 g) versetzt. Das Filtrat 
vom Chlorsilber, das vollkommen frei von Chlor- und Silber- 
lonen war, wurde im Vakuum bei 60° Badtemperatur auf un- 
gefahr 50 ccm eingeengt und mit Alkohol bis zur Tribung 
versetzt, Beim Stehen in der Kilte schieden sich farblose 
drusenférmig angeordnete Nadeln aus. Nach dem Umkrystalli- 
sieren aus Wasser und Alkohol zersetzten sie sich bei 160°. 
Sie lésen sich leicht in Wasser, sehr schwer in Alkohol und 
nicht in Ather. Die waBrige Liésung reagiert gegen Lackmus 
neutral, und ist wie eine Lésung von Arginin selbst rechts- 
drehend, [a}?°=+4 13°. Die Ninhydrinreaktion ist positiv, 
ebenso die bekannten Reaktionen auf salpetrige Saiure: Ab- 
scheidung von Jod aus Jodkalium, Entfairbung von Kalium- 
permanganat, Farbenreaktionen mit Metaphenylendiamin, !)1- 
phenylamin, «- und f-Naphthylamin und naphthionsaurem 
Natrium. Versetzt man eine waBrige Lésung mit 20°/, Schwefel- 
siure im Uberschu8 und laft das Gemisch lingere Zeit im 


1) Diese Zs. Bd. 32, S. 413 (1901). 
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van Slykeschen Apparat zur Bestimmung der freien Amino- 
gruppen bei Zimmertemperatur stehen, so entwickelt sich 
Stickstoff, und zwar gaben 20,11 mg, in 5 com Wasser gelist, 
2,30 mg N,, berechnet 2,54 mg. 


a 


Analyse nach Pregl. 
4,270 mg Substanz gaben 5,080 mg CO, und 2,495 mg H,0. 


3,890 mg Ps » 1,098 com N,=1,18 mg N, (719 mm, 22°). 
C,H,,0,N, (221,18) Ber. © 32,56%, H 6,83°, N 31,67°, 
Gef. ,, 32,45 » 6,54 » 30,24. 


Der Stickstoffwert des Mikro-Dumas ist etwas zu niedrig 
ausgefallen, wie hiufig bei Salzen des Arginins. 

Bei Kjeldahl reagieren, wie zu erwarten, nur 3 Fiinftel 
des gesamten Stickstoffs. 20,11 mg Substanz verbrauchen 
2,80 ccm 0,1 n-HCl = 3,92 mg bzw. 19,50°/, N. Berechnet fir 
drei reagierende Stickstoffatome 19,0°/,. 

Die Formoltitration zeigt eine freie Aminogruppe an; 
20,11 mg Substanz verbrauchen 0,80 ccm 0,1 n-NaOH = 1,12 mg 
bzw. 5,57°/, NH,N ber. 6,33°/,. 

Alkoholisch kann nur die salpetrige Saure reagieren, die 
Carboxylgruppe ist bekanntlich nicht titrierbar. 20,11 mg 
Substanz verbrauchen in 5 ccm Wasser gelést 0,45 ccm 0,2 n- 
NaOH. Daraus ergibt sich ein Aquivalentgewicht von 223,4 
ber. 221,18. 

Die waBrige Lisung zersetzt sich beim Erwirmen unter 
Entwicklung von Stickstoff. Auf Zusatz von organischen Siuren 
wie Kisessig, erfolgt die Zersetzung langsamer, auf Zusatz von 
Mineralsdiuren rascher. An welcher der beiden basischen Gruppen 


des Arginins die salpetrige Siure addiert ist, laBt sich vor- 
laufig nicht entscheiden. 


Wir danken der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft 
fiir die Gewaihrung der Mittel zur Ausfiihrung dieser Arbeit. 


Berichtigung 
-zu Band 173, S. 42, Zeile 15 von unten. 
Statt ,,Pyrazolovring“‘ muB es heiBen ,,Imidazolring“. 





Synthese des Kreatinols. 
(N-Methyl-N-(9-oxathyl)-guanidin). 


2. Mitteilung iber Studien in der Guanidinreihe.?) 


Von 


Herbert Schotte, Hans Priewe und Hans Roescheisen. 


(Aus dem Hauptlaboratorium der Schering-Kahlbaum A.-G., Beriin, Mitteilung 12.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Dezember 1927.) 


Vor einiger Zeit?) hatten wir Gelegenheit, itiber die Syn- 
these einer Verbindung zu berichten, die méglicherweise mit 
dem von Kutscher*) im Fleischextrakt und Harn entdeckten 
Vitiatin, dessen Isolierung tibrigens auch Engeland’‘) gelang, 
identisch sein konnte. Die Sicherstellung der Vitiatinformel 
als ein N-Methyl-N-(8-guanidinoathyl)-guanidin der Konstitution 

H,C—N—CH,—CH,—NH—C—NH, 


H.N—O=NH NH 

gelang uns wegen der geringen Charakterisierungsmerkmale 
der natiirlichen Base nicht. Ebensowenig konnten die Syn- 
thesen von M. Schenck und Kirchhof®) eine Entscheidung 
in dieser Frage herbeifiihren. Es scheint iiberhaupt zweifel- 
haft, ob ein solches Unternehmen Aussicht auf Erfolg hat, da 


I 





1) Zum Teil vorgetragen auf der 39. Hauptversammlung des Ver- 
eins Deutscher Chemiker in Kiel, Pfingsten 1926 und auf der Tagung 
der Nordwestdeutschen Chemiedozenten in Hannover, Dezember 1927. 
Vgl. Zs. f. angew. Chem. Bd. 39, S. 677 (1926); Bd. 41, 8. 31 (1928). 

2) Diese Zs. Bd. 153, 8S. 67 (1926). 

8) Zbl. f. Physiol. Bd. 19, S. 504 (1906); Bd. 21, S. 33 (1907); Diese 
Zs. Bd, 51, 8. 457 (1907). Vgl. auch ebenda Bd. 49, S. 81 (1906). 

*) Diese Zs. Bd. 57, S. 49 (1908); Zs. f. Unters. d. Nahrungs- u. 
GenuBmittel Bd. 16, S. 658 (1908); C. 1909, I, 566. 

5) Diese Zs. Bd. 155, S. 806 (1926); Bd. 158, S. 101 (1926). 
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nicht unberechtigte Bedenken an der Existenz des Vitiatins 
aufgetaucht sind.?) 

In ihrer Arbeit itiber Athylendiguanidin”) erdrterten 
Schenck und Kirchhof die Frage, ob unserem synthetischen 
Derivat tatsachlich die Struktur eines Diguanidins (I) oder 
nicht vielmehr die eines der beiden méglichen Biguanid-deri- 
vate (II oder III) zukime. 


NH, CH, CH, NH, 

| = | | 

RE A A A FO yO 

l | 

NH NH NH, H NH NH 
II II 


Wir sind, bei einer auBerordentlich groBen Anzahl von 
Synthesen, auch von Diguanidinen, nach der Rathkeschen 
Methode einer solchen Reaktion nie begegnet. Der Umsatz 
des S-Athyl-isothioharnstoff-bromhydrates mit Methyl-athylen- 
diamin nimmt wie bei allen anderen Guanylierungen der 
Alkylendiaminreihe bis hinauf zu Verbindungen mit C,, einen 
so glatten und raschen Verlauf, daB eine Biguanidbildung aus- 
geschlossen sein diirfte. Dazu fiigen sich die Eigenschaften 
der Verbindung in die Homologenreihe der Alkylendiguanidine 
ein, waihrend man bei einem Biguanid ein differentes Ver- 
halten hatte erwarten sollen. Demnach ist unserer Verbin- 
dung die Konstitution eines Diguanidins (I) zuzuschreiben, 
d. h. dieselbe, die Schenck und Kirchhof fiir ihre nach der 
gleichen Methode diguanylierten Produkte bewiesen haben.®) 

In den Besitz der nicht guanylierten Grundbase des 
Vitiatins, des N-Methyl-ithylendiamin, waren wir durch eine 
recht eigenartige Reaktionsfolge gelangt, die ihren Ausgang von 
dem Kreatinol nimmt. Auf die Synthese des letzteren, sowie seine 
Umwandlungsprodukte wollen wir im folgenden naher eingehen. 

Im Mittelpunkt der physiologischen Chemie der Guanidin- 
derivate stehen zwei Verbindungen, das Arginin und das 
Kreatin, deren Bedeutung fiir den Organismus immer noch 
der Aufklirung harren. Um so merkwiirdiger ist es, daB von 





1) Vgl. Diese Zs. Bd. 153, S. 72 (1926), FuBnote 5. 
2) Diese Zs. Bd. 155, S. 308 (1926). 
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beiden Verbindungen noch recht wenig Abkémmlinge bekannt 
sind. Kennen wir doch vom Kreatin erst ein einziges funk- 
tionelles Derivat. Dox und Yoder?) erhielten bei der Ein- 
wirkung von alkoholischer Salzsiiure auf Kreatin das Ester- 
chlorhydrat ([V), das aber so merkwiirdige Kigenschaften auf- 
wies, daB J. Kapfhammer?) im Zweifel war, ob tatsichlich 
der gesuchte Kreatinester vorlag oder vielmehr Kreatinin, in 
dessen Molekulargefiige auf unbekannte Weise die Elemente 
des Alkohols eingebettet waren. Kapfhammer beobachtete 
nimlich, daB das Esterchlorhydrat, sobald man ihm seine 
Salzsiure raubt, in Kreatinin und Alkohol zerfallt. Bereits 
unter den denkbar mildesten Bedingungen, z. B. Schiitteln des 
Ksterchlorhydrates mit Diithylamin in absolutem Alkohol, er- 
folgt diese Umwandlung. Da bisher aber die Uberfihrung von 
Kreatin in Kreatinin nur in saurem Medium gelungen ist, 
waren Kapfhammers Zweifel berechtigt. 





CH, CH, 
/N—B, Ya CH, 
HCl NH, CO ™ NH—co 
a5 
Kreatinester IV Kreatinin 


Eine Anzahl Reaktionen spricht jedoch dafiir, daB der 
fraglichen Verbindung ebenso wie den Abkémmlingen mit 
anderen Alkoholen, die Kapfhammer herstellte, dennoch die 
Konstitution von Kreatinestern zuerteilt werden mu. Beim Um- 
satz von Sarkosinester mit Isothioharnstoffathern entstehen neben 
Kreatinester erhebliche Mengen Kreatinin. Bereits Johnson 
und Nicolet*) beobachteten eine spontane Alkoholabspaltung 
aus dem Monobenzoyl-glykocyaminester im Moment seiner Bil- 
dung, wobei als Endprodukt Benzoylglykocyamidin entsteht. 





NH, COOC,H, NH—CO 
0,H,CON=C eslene 0,H,cON=¢ 
NH—OH, NH CH, 
') Dox u. Yoder, Jl. of Biol. Chem. Bd. 54, 8S. 671 (1922); C. 1923, 


I, 672. 
2) J. Kapfhammer, Biochem. Zs. Bd. 156, S. 182 (1925). 
3) Johnson u. Nicolet, Am. Chem. Soc. Bd. 37, §. 2422 (1915). 
g* 
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Ahnlich liegen die Verhiltnisse bei der Kondensation von 
Isothioharnstoffathern mit der Natriumverbindung des Formyl.- 
essigesters), die zu Derivaten des sechsgliedrigen Uracilringes 
fihrt. Auch die Kondensation von Harnstoff mit Malonester 
zur Barbitursiure diirfte hierher gehéren, ein Vorgang, der 
ebenfalls im alkalischen Medium ablauft. Der Ubergang 
Kreatinester —> Kreatinin unterscheidet sich von der ge- 
nannten Reaktion nur durch die wesentlich gréBere Reaktions- 
geschwindigkeit. Letzteres diirfte seinen Grund darin finden, 
daB es sich beim Kreatinester um einen intramolekularen 
ProzeB handelt, der noch dazu zu einem so bevorzugten Fiinf- 
ring wie dem Kreatinin fihrt. 

Das Verdienst der ersten Guanidoalkoholsynthese gebiihrt 
Barger und White’), die durch Anlagerung von Wasser an 
Galegin (Isoamylenguanidin) zum Hydroxy-dihydro-galegin ge- 
langten. 


H 

CH 
N—CH,—CH,—C< Vis 
2 2 OH CH, 


| 
H,N—C=NH 


Kurze Zeit vor unserer ersten Verdéffentlichung berichtete 
G. A. Alles*) tiber das pharmakologische Verhalten eines 
, Ethanolguanidine“, dessen Synthese, Konstitution und Kon- 
stanten er jedoch nicht angab. Aus den pharmakologischen 
Daten geht aber hervor, da es sich um das f-Oxiathylguanidin, 
d.h. den Alkohol (VY) des Glykocyamins handeln muB. 


H 

N—CH,—CH,0H 

V G=NH 
NH, 


Zur Bereitung der Guanidoalkohole, insbesondere des 
Kreatinols, standen von vornherein eine Anzahl Wege offen. 
So z. B. die Ubertragung der Knorrschen Aminoalkohol- 


1) Wheeler u. Merriam, Am. chem. Journ. Bd. 29, 480 (1908). 

*) Barger u. White, Biochemical. Jl. Bd. 17, S. 835 (1928). 

*) G. A. Alles, Journ. of pharm. a. experimental Therap. Bd. 28, 
S. 263 (1926). 


2 
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synthese!) auf das Guanidin, also Aufspaltung von Athylen- 
oxyd durch Guanidin, die Anwendung der Fischer-Ramsay- 
schen”) Methode zur Darstellung von Guanidosiuren durch 
Austausch des Halogens in den a-halogenierten Fettsiuren 
durch Guanidin, Reduktion von Kreatinin u. a. mehr. 

Nach einigen Vorversuchen erwiesen sich diese Wege fir 
die gewiinschten Zwecke als wenig gangbar. Sehr befriedigend 
schlugen aber zwei Synthesen ein, die ihren Ausgang von den 
entsprechenden Aminoalkoholen nehmen, deren Darstellung 
deshalb vorweg skizziert sei. 

Aminoalkohole sind bereits auf verschiedene Weise her- 
gestellt worden.’) Die gangbarste Methode zur Bereitung sekun- 
direr Aminoalkohole haben Knorr und Matthes') angegeben. 


Sie beruht auf der Umsetzung von Athylenoxyd mit Aminen: 
1 Athylenoxyd _ RN—CH,—CH,OH (VI) 
eS H 





RNH, 
2 Athylenoryd, pgs CHORD 
~CH,—CH,0H ; 
hat aber den Nachteil, daB auch bei sehr groBem UberschuB 
der haufig kostbaren Amine betriachtliche Mengen des Bis-(- 
oxithylaminderivates (VII) entstehen und war deshalb zur Dar- 
stellung gréBerer Mengen der sekundiren Amine (VI) ungeeignet. 
Einen, wenn auch langeren, so doch wesentlich ergiebi- 
geren Weg fanden wir in folgendem Reaktionscyclus‘), der 
bisher ausschlieBlich zur Darstellung aromatischer Aminoalko- 
hole gedient hat, sich aber auch zur Bereitung aliphatischer 
und alicyclischer Abkémmlinge bei Einhaltung bestimmter 
Bedingungen sehr gut eignet. 


1) Knorr u. Matthes, Chem. Ber. Bd. 31, S. 1069 (1898); Knorr 
u. Schmidt, ebenda Bd. 31, 1074 (1898); Matthes, Liebigs Ann. der 
Chem. Bd. 315, S. 110 (1900). 

*) H. Ramsay, Chem. Ber. Bd. 41, S. 4385 (1908); Bd. 42, S. 1137 
(1909); E. Fischer, Diese Zs. Bd. 63, 235 (1909). 

8) Wurtz, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 121, 8. 228 (1862); Gabriel, 
Chem. Ber. Bd. 21, S. 2666 (1888); Knorr, Chem. Ber. Bd. 22, S. 2088 
(1889); A. Karrer, Helv. Bd. 4, S. 76 (1920); Thomas u. Bettzieche, 
Diese Zs. Bd. 140, S. 244 (1924); Me Kennzie u. G. O. Wills, Journ. 
Bd. 127, S. 283 (1925). 

4) Vgl. D. R.-P. Nr. 446547. 
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Nemirowsky?) zeigte, daB sich fliissiges Phosgen mit 
Athylenchlorhydrin bereits in der Kalte umsetzt. Der zu 90 
bis 95°/, isolierbare Chlorameisensiure-f-chloraithylester (VIII) 
reagiert quantitativ in Benzollésung mit Aminen zum Carhamid- 
siure-§-chlorathylester (IX). Dieses Urethan spaltet unter dem 
KinfluB von einem Mol. Alkali Salzsiiure ab und geht in das 
Oxazolidon (X) iiber, das, mit weiteren 2—3 Mol. Alkali be- 
handelt, den gewiinschten Aminoalkohol liefert. 

OH-CH,—CH,Cl C0Ch, Cl-CO-0-CH,—CH,Cl H:NR | 





vill 
CH,—CH, CH,—CH, CH,—CH, 
of A wan of | _meon_, | 
\co—nar ~~ \oo_wp FEO" Qi NHR 
IX xX XI 


Zur Darstellung des letzteren ist aber die Isolierung des 
Oxazolidons (X) gar nicht vonnéten. Man kann vom Urethan 
in einer Phase zum Aminoalkohol kommen, wenn man von 
vornherein 3—4 Mol. Alkali zur Anwendung bringt. Auf diese 
Weise gelang es bei genauer Beachtung der Alkalikonzentra- 
tion glatt eine Reihe Aminoalkohole herzustellen, deren Kon- 
stanten in der folgenden Tabelle zusammengefaBt sind: 























Carbamidsiure- Athanolamin Literatur 
6-chloniithylester Siedep. Pikrat Siedep. Pikrat 
Siedep. mm/°C___|_mm/°C_|Schmelzp.°C] —mm/°C _| Schmelzp. °C 
Methyl 15/115—116 750/159 148—150 747/159 148—150°*) 
Athyl 12/110—111 |755/169—170| 125—126 |751/167—169| 125—127°%) 
Isoamyl 1,5/106 15/105—106} 94—95 |751/209-210| 94—95%) 
750/2083—204 
Benzyl 15/218—220 | 13/148—149| 134—135 40/180 —182) 135—136 °) 
0,8/158 (mit 1 aq. 
etwa 1/105 | 104—116) 











1) Nemirowsky, Jl. fir prakt. Chem. Bd. 31, 8.173 (1885); 
P. Otto, Jl. fir prakt. Chem. Bd. 4, 8. 15 (1891); R. Adams und 
J. B. Segur, Am. Soe. Bd. 45, 8. 785 (1923); J. S. Pierceu. R. Adams, 
Am. Soc. Bd. 45, S. 790 (1923); A. W. Dox u. Yoder, Am. Soc. Bd. 45, 
S. 723 (1923); T. B. Johnson u. R. W. Langley, Am. chem. Journ. 
Bd. 44, 8. 352 (1910). 

2) Knorr u. Matthes, Chem. Ber. Bd. 31, S. 1070 (1898). 

5) Knorr u. Schmidt, ebenda Bd. 31, 8. 1074 (1898). 

*) Matthes, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 315, 8. 121 (1900). 

5) Gabriel u. Stelzner, Chem. Ber. Bd. 29, S. 2382, 2885 (1896). 
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Die Eigenschaften der Verbindungen stimmen also gut 
mit den in der Literatur angegebenen iiberein. 

Die Uberfiihrung der Amino&thanole in die entsprechen- 
den Guanidoalkohole (XI) gelang mit Hilfe der Erlenmeyer- 
schen’) Synthese (A) durch Anlagerung von Cyanamid an die 
Aminsalze: 


A) H.N—C m C a 
— ee H, = —N 
7 i - r is XI. 
N HX NH-HX 


Ebenso fihrte die Rathkesche*) Methode (B), d.i. die 
Umsetzung von 8-Alkyl]-isothioharnstoff-salzen mit Aminen, zum 


gewunschten Ziele: 


CH, 
Cae, ous 
(B) H,N—C—'SR + HIN ——» H,N—C-—N¢ 
eo \CH,CH,OH 
NH-HX  CH,CH,OH NH-HX  +HSR 


XI 
Die Rathkesche Reaktion ist in obigem Formelbild (B) 
der Anschaulichkeit halber nur schematisch skizziert. Bereits 
in unserer ersten Mitteilung*) wiesen wir darauf hin, da’ 
diese Formulierung nicht den wahren Reaktionsverlauf wiedergibt. 
Schenck‘) war der erste, der iiber eine einfache Aus- 
tauschreaktion im Sinne des Schemas B®) hinaus eine Deu- 





1) Erlenmeyer, Chem. Ber. Bd. 3, S. 896 (1870); Bd. 12, S. 1984 
(1879); Bd. 14, S. 1868 (1881); Tawildarow, ebenda Bd. 5, 8.477 (1872); 
Tatarinoff, C. R. Bd. 89, 8.608 (1879); Haushofer, Jahresber. der 
Chem, 1882, 8. 364; Barger u. White, Journ. Bd. 17, 8.831 (1928); 
Korndorfer, Arch. d. Pharm. Bd. 242, S. 620 (1904); Holm, Arch. d. 
Pharm. Bd. 242, S. 612 (1904); Kossel, Diese Zs. Bd. 68 $8. 170 (1910). 

2) Rathke, Chem. Ber. Bd. 14 §. 1778 (1881); Bd. 17, S. 309 (1884). 
Noah, ebenda Bd. 23, 8. 2196 (1890); Wheeler u. Jamieson, Am. 
chem. Jl. Bd. 81, S. 577 (1905); Jl. of Biol. Chem. Bd. 4, S.111 (1908); 
Schenck, Diese Zs. Bd. 77, S. 328 (1912); Lecher u. Graf, Chem. Ber. 
Bd. 56, S. 1326 (1923); Liebigs Ann. der Chem. Bd. 488, S. 154 (1924); 
Lecher u. Heuck, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 438, 8.169 (1924); 
Lecher, Graf u. Gnidiger, ebenda Bd. 445, S.61 (1925). 

8) Diese Zs. Bd. 153, S. 70 (1926). 

4) Ebenda, Bd. 77, 8.354 (1912). 

*) Vgl. auch Wheeler u. Jamieson, Jl. of Biol. Chem. Bd. 4, 


S. 112 (1908). 
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tung des Reaktionsmechanismus unternahm. Danach soll ein 
Triamino-thio-methanderivat (XII) als Zwischenglied auftreten, 
das nach Lecher und Graf?) im Gleichgewicht mit Ausgangs- 
und Endprodukten steht. 


-_ 








NH, — eae NE 
| R | R R 
R—S—C + HNC - RS—C—NC <= RSH + CNC 
| R | R | R 
NH i | NH, 
XII 


Die meisten Beobachtungen fiigen sich dieser Annahme 
ein. Doch gibt es zahlreiche Faille, in denen die Reaktions- 
produkte nicht mehr zwanglos durch eine Anlagerung des 
reagierenden Amins an das Isothioharnstoffderivat erklirt 
werden. 


So setzt sich zB. Anilin mit S-Athyl-isothioharnstoff- 
bromhydrat unter Bildung von Monophenylguanidin, Diphenyl- 
guanidin, Ammonbromid und Guanidin um. Das Zwischen- 
produkt XII gibt nur iiber die Bildung von Monophenylguanidin 
(wenn in obigem Formelbild NRx zu NHC,H, wird), nicht aber 
iiber die des Diphenylguanidins’ Auskunft. Letzteres kénnte 
nach den bisherigen Erfahrungen der Guanidinchemie einer 
nachtraglichen Umaminierung”) des Monophenylguanidins seine 
Entstehung verdanken. Monophenylguanidin ist aber unter 
den Reaktionsbedingungen, die S-Athyl-isothioharnstoff-brom- 
hydrat in Mono- und Diphenylguanidin iiberfiihren, d. h. beim 
Erhitzen mit iiberschiissigem Anilin auf 100°, vollig bestindig. 
Das Disubstitutionsprodukt muB also auf anderem Wege ent- 
standen sein. 


1) Chem. Ber. Bd. 56, S. 1327 (1923). 

*) Tatarinoff, Chem. Ber. Bd. 12, 8S. 2270 (1879); Nencki u. 
Sieber, Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 17, S. 477 (1878); Schall, ebenda 
Bd. 61, 8. 445 (1900); Pellizzari u. Gaiter, Gazz. Bd. 44, I, S. 78 
(1914); Schenck, Diese Zs. Bd. 77, 8.376, 378, 390 (1912); ebenda 
Bd. 141, S. 134 (1924); ebenda Bd.150, 8.121 (1925); ebenda Bd. 153, 
S. 152 (1926); Klingner, ebenda Bd. 155, S. 206 (1926); M. Bergmann 
u. L. Zervas, ebenda Bd. 172, S. 277 (1927); Bd. 178, S. 80 (1928); 
E. Abderhalden u. H. Sickel, ebenda Bd. 178, S. 51 (1928). 
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Die Bildung der genannten Verbindungen wird verstind- 
lich, wenn man die Zerfallsprodukte der Isothioharnstoff- 
ithersalze bei der Kinwirkung von Alkalien betrachtet. Claus?) 
nennt Alkylrhodanid und Ammoniak als Zerfallsprodukte des 
freien S-Athyl-isothioharnstoffs. Bernthsen und Klinger?) 
fanden Cyanamid und Mercaptan. Wir selbst konnten bei der 
trocknen Destillation des Isothioharnstoffderivates ebenfalls 
Mercaptan und Athylrhodanid neben Polymerisationsprodukten 
nachweisen. 


Versucht man diese Bruchstiicke mit der Formel des Iso- 
thioharnstoffithers in Beziehung zu setzen, so zeigt sich, daB 
die Zersetzung in 2 Richtungen verlaufen kann. 


Bei dem Zerfall gemaB C findet man Cyanamid bzw. 
dessen Polymerisate neben Mercaptan. Die zweite Méglichkeit 
ist durch D formuliert, d.h. nicht der Schwefelrest, sondern 
eine Stickstoffgruppe lést sich vom Kohlenstoff ab; es entsteht 
Ammoniak und Alkylrhodanid. 


NH N= cU—NH, + HSR 
| A Cy inamid 


N=C—SR + NH, 
Alkylrhodanid 


Macht man die sehr wahrscheinliche Annahme, daB der 
primaire Angriff der Amine der gleiche wie der des Alkalis 
ist, so miissen die in Freiheit gesetzten Isothioharnstoffather 
auch unter ihrem EKinfluB zerfallen und erst sekundir ent- 
wickeln die Amine Fiahigkeiten, die dem Alkali nicht zu- 
kommen, nimlich mit den Bruchstiicken der Isothioharnstoff- 
ther zu reagieren. Ubertrigt, man dementsprechend obiges 
Schema auf die Umsetzung yon Isothioharnstoffaithern mit 
Aminen, so erhalt man primir das gleiche Bild. Erst durch 
Reaktion der Amine mit den Spaltprodukten oder der letzteren 
unter sich kompliziert sich die Reaktion. 





1) Claus, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 179, S. 146 (1875). 
2) Chem. Ber. Bd. 11, 8. 492 (1878). 
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NH NH 
; | Anilin é r 
ae icc > Siang 
i : NH NH, 
RS—C <> Monophenylguamidin 
| 
NH, » ra | NH 
I\ NH, ; | Ib | 
\ Ammoniak > C—NH, 
| 
eae NH, 
RSC=N Guanidin 
Pail 2 
Harze ail i" NE on 
| I | ii 
NHR > in = GaNH 
| | 
RS—C=NH + HSR NHR 
Diphenylguanidin 


Die nach I entschwefelte Anhydrobase, d.h. Cyanamid 
bzw. Carbodiimid, lagert Anilin (oder dessen Salz) zu Phenyl- 
guanidin an. Das nach II zu erwartende Ammoniak kann 
als solches erscheinen oder mit dem Cyanamid aus I zum 
Guanidin reagieren (Ib). Das gleichzeitig gebildete Alkylrhodanid 
verharzt zum Teil in dem basischen Medium, zum Teil lagert 
es Anilin unter Bildung von S-Alkyl-N-phenyl-isothioharnstoff 
an. Der neue stickstoffsubstituierte Isothioharnstoffither kann 
nun seinerseits Mercaptan abspalten und gemi8 Ja in das 
substituierte Cyanamid (Phenylcarbodiimid) iibergehen, das sich 
erneut mit Anilin zum Diphenylguanidin?) verbindet. 

Wir wollen diese Auffassung der Rathkeschen Reaktion 
als ,,Zerfallstheorie* zur Diskussion stellen und sie in den 
Gegensatz zur ,, Anlagerungstheorie“ nach Schenck und Lecher 
setzen. Auf die Auswertung und Ergebnisse der neuen Theorie 
wollen wir spiter eingehen, ebenso auf weitere Zerfallsméglich- 
keiten der Isothioharnstoffaither, die entstehen, wenn nicht die 
Anhydrobase, sondern die Thiuroniumbase im Sinne Lechers”) 
in Reaktion tritt. 








1) Klingner, Diese Zs. Bd. 155, 8. 227 (1926). 
*) Lecher u. Heuck, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 488, S. 169 
(1924). 
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Hier sei nur darauf hingewiesen, daB die gleichzeitige 
Bildung von Monophenylguanidin, Diphenylguanidin, Guanidin 
und Ammoniak durch die Annahme eines primiren Zerfalles 
der freien Isothioharnstoffaither erklart ist, daB auch das im 
ersten Augenblick verschiedenartige Verhalten von Alkalien und 
Aminen gegeniiber den Isothioharnstoffithern seine Deutung ge- 
funden hat und da endlich damit die Rathkesche Reaktion auf 
die zehn Jahre vor ihr entdeckte Erlenmeyersche Guanidin- 
synthese aus Cyanamid und Aminsalzen (A) zuriickgefihrt ist, 
von der sich die erstere in den einfacheren Fallen nur dadurch 
unterscheidet, daB sie mit naszierendem Cyanamid arbeitet. 

Es sei noch bemerkt, daB auch Schenck und Kirchhof 
neuerdings!) neben der ,,Anlagerungstheorie‘ auf Grund der — 
Arbeiten von Klingner?) iiber thermische Spaltung von Gua- 
nidinen die Moéglichkeit in Erwigung gezogen haben, daB die 
Rathkesche Reaktion iiber Cyanamid fihrt. Schenck und 
Kirchhof schreiben: ,oder es hat umgekehrt, soweit dies an- 
gingig ist, zuerst eine solche Abspaltung (von Mercaptan) 
unter Bildung von Cyanamid- oder Carbodiimidderivaten statt 
und dann vollzieht sich die Addition der Aminbase.“ Diese 
Auffassung ist richtig, nur wird es nétig sein, die Abspaltungs- 
méglichkeit auch auf die anderen Molekiilteile (Aminreste) 
auszudehnen. 

Bringt man das von Claus’) entdeckte S-Athyl-isothio- 
harnstoffbromhydrat mit dem Methyl-@-oxithylamin zweck- 
maBig unter Zusatz geringer Mengen Wasser zusammen, findet 
die Bildung des Guanidinderivates unter leichter Selbst- 
erwarmung und Mercaptanentbindung statt. Ist man bereits 
im Besitz von Impfmaterial, so erstarrt das Ganze zu einer 
Krystallkruste, die im wesentlichen aus Kreatinolbromhydrat 
besteht und aus der sich nach der im Versuchsteil beschrie- 
benen Weise das Kreatinolsalz in sehr guter Ausbeute rein 


1) Diese Zs. Bd. 158, S. 108 (1926). 

2) Diese Zs. Bd. 155, S. 206 (1926). 

8) Claus, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 179, S. 145 (1875); Chem. 
Ber. Bd. 7, S. 236 (1874); ebenda Bd. 8, S. 41 (1875). Seine Darstellung 
erfolgte nach der etwas geiinderten Vorschrift von Wheeler u. Merriam, 
Am. chem. Journ. Bd. 29, S. 488 (1903). 
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erhalten libt. Nebenher tinden sich kleine Mengen Guanid 
deren Herkunft dieselbe Reaktion ‘Ib) zugrunde liegt, die 
Beispiel des Anilins erértert wurde. 

Wegen des Interesses in physiologisch-chemischer Hinsic\it 
haben wir das Kreatinol durch Herstellung zahlreicher Salve 
und Priifung des chemischen Verhaltens eingehend untersucht. 

Das kaum hygroskopische, seit itiber 3 Jahren unverindert 
haltbare Bromhydrat schmilzt zwischen 101 und 103°, das 
hygroskopische Chlorhydrat (vom Schmelzp. 78° nach vorherigem 
Sintern) gibt mit Goldchlorwasserstoffsiure ein relativ lésliches 
Goldsalz vom Schmelzp. 125—126°. Ebenso besitzt das Pikrat 
(Schmelzp. 166°) eine nicht unbedeutende Léslichkeit in Wasser 
und Alkohol. Bei weitem am schwersten léslich in Wasser 
ist das Pikrolonat (Zersetzungsp. 236—237°) und in Alkoho! 
das Carbonat (Zersetzungsp. 171°), Eine sehr schéne krystalli- 
sierte Verbindung gibt das Chlorhydrat mit 6 Molekiilen 
Sublimat (Schmelzp. 220—221°) und mit 1 Mol. Cadmium- 
chlorid!) (Schmelzp. 190—191°). 

Uber das sonstige chemische Verhalten gibt die folgende 
Tabelle AufschluB: 


Verdiinnte wiBrige Lésung 


von PtC),: — Kupferoxyd: nicht gelést’) 
negativ, doch n. 

Jaffereaktion: 24 Stdn. positiv Phosphorwolframsiure: + 
Weylreaktion: ~~ Pb-Acetat und NH,: + 
Tannin: -—- Ag-Salz und Ba(OH),: + 
Ferrichlorid: — Nesslerreagens: + 
Zinkehlorid: - Dragendorft: + 
Zinnchloriir: — Phosphormolybdinsiiure: + 


Sakaguchi *): — 


') Guanidin gibt eine Doppelverbindung mit 2 CdCl,, vgi. Schenck, 
Diese Zs. Bd. 43, S. 72 (1904). 

*) Versuch mit reiner Base. In Gegenwart von 1 Mol. n-Natron- 
lauge lést Kreatinolbromhydrat frisch gefilltes Kupferhydroxyd zum 
Teil auf. Bei Zusatz eines weiteren '/, Mols n-NaOH lést sich 1/, Mol. 
Cu(OH), fast ganz mit blauer Farbe auf, die bei lingerem Stehen zu 
einem schmutzig braunen Sediment fiihrt. 

*) S. Sakaguchi, Jl. of Biol. Chem. Bd. 5, S. 133 (1925); Poller, 
Chem. Ber. Bd. 59, S. 1927 (1926); Zs. Biol. Bd. 86, S. 309 (1927); Kuen. 
Biochem. Zs. Bd. 187, S. 197 (1927). 
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Die freie Base haben wir nur als farblosen, dicken, stark 
basischen Sirup erhalten kénnen. Sie bleibt wochenlang un- 
verandert, wie wir durch Riickverwandlung in ihre Salze fest- 
sestellt haben. 

Vor einiger Zeit beschrieb Fromm’) eine aus (urspriing- 
lich als Cyanamido-athylalkohol*) bezeichnetem) 2-(u)-Amido- 
oxazolin durch Anlagerung yon Ammonsalz bzw. Methyl- 
aminsalz erhaltene Verbindung, die er fiir einen cyclischen 
Guanidoalkohol folgender Konstitution halt (XIII bzw. XIV): 





CH,——-NH CH,—NH 

1 | — | | NH, . 

CH, C= (NH,), bzw. CH, CCNHCH. 

NO” a | asl . 
XI] XIV 


Der letztere wiirde isomer mit unserem Kreatinol sein. 
Da Fromm keine niheren Charakteristika der Verbindung 
selbst angibt, wollten wir die von vornherein wenig wahr- 
scheinliclhe Identitit mit unserem Kreatinol durch Vergleich 
der Benzoyl- und Toluolsulfonylabkémmlinge ausschlieBen. 
Dabei stellte sich heraus, daB Acylierungen eine wenig ge- 
eignete Methode zur Charakterisierung des Kreatinols sind. 
Nur durch miihselige Fraktionierung gelang es, einige Reaktions- 
produkte rein zu erhalten. Bei der Benzoylierung entstand 
als Hauptprodukt ein Tribenzoat zu 65—70°/, des angewandten 
(suanidoalkohols; daneben ein weiteres chlorhaltiges Derivat, 
dessen Analysen ungefaihr auf ein Monobenzoat stimmen, an 
das sich die Elemente des Benzoylchlorides angelagert haben. 
Ein Tetrabenzoat, wie es Fromm erwaihnt*), wurde nicht be- 
obachtet. 

Ebensowenig einheitlich verliuft die Reaktion mit Toluol- 
sulfochlorid. Das entstehende Ditoluolsulfonat enthilt 1 Mol. 
Wasser weniger als berechnet und scheint kein Guanidoalkohol 


') Fromm, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 442, 8S. 133 (1925). 

?) Fromm u. Honold, Chem. Ber. Bd. 55, S. 903 (1922). 

*)¥romm, Liebigs Ann. der Chem. 442, 8.133, Formel IX. 
Das Methylaminanlagerungsprodukt hat Fromm nicht durch ein Formel- 
bild gekennzeichnet. 

*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 442, S. 133, 3. Abschuitt (1925). 
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mehr zu sein, sondern sich von dem spiter erwihnten Tetra. 
hydro-imino-glyoxalin (XV) abzuleiten. Neben diesem Ditoluo}- 
sulfonat entsteht ebenfalls wieder ein halogenhaltiges Produkt. 
Alle Derivate sind verschieden von den Verbindungen Fromms, 
deren Konstitution, soweit sie das Methylaminanlagerungsprodukt 
an Amidooxazolin betreffen, noch durch weitere Reaktioney 
sichergestellt werden mubB. 

Recht eigenartig verliuft der Abbau des Kreatinols unter 
dem KinfluB von Sauren. Allerdings miissen konzentrierte 
Lésungen — wir verwandten Chlor- und Bromwasserstoft 
zur Anwendung gebracht werden. Bedingungen, die Kreatiu 
in Kreatinin iiberfiihren, wie monatelanges Aufbewahren mit 
doppelt normaler Salzsiure oder Erhitzen mit verdiinnten 
Siiuren nach Dorner’), verindern das Kreatinol itiberbaupt 
nicht, ebensowenig wie 15stiindiges Stehen oder 4 stiindiges 
Kochen mit konzentrierter Salzsiure. Stets konnte in beste: 
Ausbeute das Kreatinolpikrat wieder erhalten werden. 

Erst EKrhitzen mit konzentrierten Halogenwasserstoffsiuren 
auf etwa 160—200° bewirkt eine Zerstérung des Kreatinols, 
die zum ‘T'eil den folgenden Verlauf nimmt: 


CH, CH, 
N——-CH, NCH, 
9 | 
a - ae 
ee CH, —-H,07 nn , —NH,+H,0” 
NHH OH NH—CH, 
Phase | XV Phase II 
CH, CH, 
< — CO, . —_—— 
N——CH, ew H-N CH, 


Phase III H,N-—-—CH, 
XVI 
Danach besteht der erste Angriff der Saure in einer An- 
hydrisierung des Kreatinols zu dem 1-Methy]-2-imino-tetra- 
hydro-glyoxalin (XV). Das geht daraus hervor, daB bei einigen 
Versuchen aus noch ungeklirten Griinden die Reaktion iber- 
haupt in der ersten Phase stehen blieb und wir kein Methyl- 


1) Diese Zs. Bd. 52, S. 229 (1907). 
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ithylendiamin (XVI) erhielten. Weiter auch daraus, da in 
den Ansitzen, in denen sich viel Anhydrid bildete, stets wenig 
Methyl-iithylendiamin entstand und umgekehrt. SchlieBlich 
scheint der Anhydrisierungsvorgang unter bestimmten Be- 
dingungen eine bevorzugte Reaktion zu sein. So enthialt ja 
auch die auf S. 131 erw&hnte Toluolsulfoverbindung 1 Molekiil 
Wasser weniger als einem Kreatinol-toluolsulfonat zukime. Wir 
haben das Kreatinol-anhydrid als Imino-tetrahydro-glyoxalin 
formuliert (XV), einerseits aus Analogie mit dem Kreatinin (XX), 
von dem es sich ja nur durch den Ersatz des Sauerstoffatoms 
am Kohlenstoff 4 durch 2 Wasserstoffatome unterscheidet, 
andererseits, um die Méglichkeit zur Bildung eines Ditoluol- 
sulfonats und des Harnstoffs gem&B Phase II anzudeuten.') 
Doch wird die Verbindung auch als 1-Methyl-2-amino-dihydro- 
glyoxalin (XVII) reagieren kénnen.”) Die Verbindung ist isomer 
mit dem Propylen-guanidin (XVIII) von Schenck.’) Vom 
Athylen-guanidin (XIX)*) ist sie ein N-Methylderiyat. 


CH, 
| CH, H H 
N——CH, N—CH, N—C—CH, 
HN=C¢, H,N—CC % HN=C¢ 
NH— CH, N—CH, N—CH, 
H 
1- Methy]-2-imino- 1-Methyl-2-amino- Propylen-guanidin 
tetrahydro-glyoxalin dihydro-glyoxalin 
XV XVII XVIII 
H CH, 
N—CH, N—CH, 
HN=C¢ | HN=C¢ 
N—CH, N—CO 
. H H 
Athylen-guanidin Kreatinin 
XIX XX 


') Vergleiche dazu auch die Studien von Fromm und Mitarbeiter 
iiber die Verseifbarkeit der freien und benzoylierten Aminogruppe im 
2-(u)-[mino-oxazolin, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 447, S. 270, 271 (1926). 

*) Vgl. Meyer-Jacobson II, 3. S. 450 und R. Burtles und 
I’. L. Pyman iiber 2-Aminoglyoxaline, Journ. Bd. 127, S. 2012 (1925). 

*) Schenck, Arch. d. Pharm. Bd. 247, S. 499 (1909). 

*) Schenck, a. a. O. 8. 497; vgl. Traube u. v. Wedelstaedt, 
Chem. Ber. Bd. 33, S. 1385 (1900). 
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Sowohl das Glyoxalinderivat wie das in der II. Phase ent. 
stehende Ammoniak haben wir isolieren kénnen. Unter unsere 
Reaktionsbedingungen gliickte dies bei dem cyclischen Harn. 
stoff nicht. DaB er aber intermediir auftritt, ist nicht zy 
bezweifeln, da die in der III, Phase zu erwartende Kohlen- 
siure nachgewiesen werden konnte und der Abbau des methiy!- 
irmeren Athylenharnstoffs durch konzentrierte Salzsiiure zu 
Athylendiamin bekannt ist.1) Das Endprodukt, Methylithylen. 
diamin (XVI) hatten sich Johnson und Bailey’) itiber das 
Phthalimido-ithyl--benzyl-sulfonamid zum Zwecke der Vitiatin- 
synthese bereitet. Wie wir in unserer ersten Mitteilung*) 
schon ausfithrten, ist das Produkt dieser Autoren identischi 
mit dem unsrigem. 

AuBer den beschriebenen Substanzen wurde beim Abbau 
des Kreatinols noch nicht methyliertes Athylendiamin und 
eine Verbindung von der Elementarzusammensetzung C,H,O,N 
als Pikrat und Pikrolonat festgestellt, die bislang nicht iden- 
tifiziert werden konnte. Beide Substanzen miissen einem 
anderen Reaktionsverlauf ihre Entstehung verdanken. 

Im Gegensatz zu der Bestindigkeit des Kreatinols gegen 
Siiuren steht die Empfindlichkeit der Verbindung gegen 
Hydroxylionen. Bewahrt man Kreatinolbromhydrat mit 1 Mol. 
2n-Natronlauge bei Zimmertemperatur auf, zersetzt sich der 
Guanido-alkohol unter Ammoniakentbindung. Nach mehr- 
wochentlichem Stehen ist der Zerfall vollstindig; die Lésung 
gibt mit Pikrinsiiure keinen Niederschlag von Kreatinolpikrat 
mehr. Bei der quantitativen Untersuchung der Hydrolyse 
stellte sich heraus, daB auf 2 Molekiile Kreatinol genau 1 Mol. 
Ammoniak entbunden und gleichzeitig 1 Mol. einer nicht 
fliichtigen Base, die sich als Methylamino-iithanol identifizieren 





1) J. Tafel u. L. Reindl, Chem. Ber. Bd. 34, 8. 3288 (1901). 

*) Johnson u. Bailey, Am. Soe. Bd. 38, 8. 2185 (1916); Chem. 
Zbl. 1917, I, S. 484. 

°) Diese Zs. Bd. 153, S. 67 (1926). Die Angabe von Johnson u. 
Bailey, a.a.O., 8. 2142, bediirfen insofern der Korrektur, als das Di- 
chlorhydrat zwar sehr hygroskopisch ist, aber bei dem dort angegebenen 
Schmelzpunkt sicher nicht als Monohydrat, sondern wasserfrei vorliegt. 
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lieB, gebildet war. AuBerdem wurde Harnstoff und eine vierte 
Substanz aufgefunden, die wir zwar nicht krystallisiert er- 
hielten, die aber ihren Eigenschaften nach Hydantoin-alkohol 
sein diirfte. 

Die Tatsache, daB bei dieser unter denkbar mildesten 
Bedingungen durchgefiihrten Hydrolyse auf 2 Mol. Kreatinol je 
i Mol. Ammoniak und Methylaminoithanol erschienen, hatte 
uns auf den Gedanken gebracht, daB der Zerfall je zweier 
Kreatinolmolekiile in Beziehung zueinander steht. Wir iuBerten 
deshalb die Ansicht'), daB aus 1 Mol. Kreatinol unter 
Ammoniakabspaltung Methyl-8-oxathyl-cyanamid (XXI) ent- 
stiinde und dieses mit einem zweiten, noch unversehrten 
Kreatinolmolekiil zu einem Biguanid-derivat (XXII) zusammen- 


trite. Letzteres zerfiele dann seinerseits weiter zu Methyl- 
aminoathanol (A XIII), Harnstoti (XXIV) und Hydantoinalkohol 





(XXV). 
NRR NRR 
| +NH, NRR | 
7——* cN—_ | —> C—NH, XXV 
XXI ‘HN | 
—— O 
NRR NH, am | { 
| i > NH ” wis 
om C=NH | —> C—NH, XXIV 
| C=NH | 
NH, i — cw HO O 
1. Kreatinol- 2. Kreatinol- NRR a HNRR XXIII 
molekiil. molekiil. XXII 


Sicher ein recht komplizierter Mechanismus, der aber 
keineswegs auBerhalb des Bereiches der Méglichkeiten lag, 
da die Tendenz der Guanidine und verwandter Verbindungen, 
in die Cyanamidstufe iiberzugehen, mehr und mehr in Er- 
scheinung tritt.2) Lecher und Demmler’) vertreten im Gegen- 
satz dazu die Anschauung, da8 Guanidine unter den Tempe- 
raturbedingungen der Hydrolyse oft gar keine Tendenz zeigen, 
in Richtung Cyanamid und Amin bzw. Ammoniak zu zerfallen. 





‘) Vortrag auf der 39. Hauptversammlung des Vereins Deutscher 
Chemiker in Kiel 1926; vgl. Zs. f. angew. Chem. Bd, 39, S. 677 (1926). 
*) Vgl. die Ausfiihrungen iiber die Rathkesche Reaktion auf 8, 127. 
») Diese Zs. Bd. 167, S. 169 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXIV. 10 
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Klingner?) hat gezeigt, daB die ,Umaminierung* von aroma- 
tischen Guanidinen iiber die Cyanamidstufe verliuft. Klingner 
arbeitete bei héheren Temperaturen. Es gibt aber auch Un. 
aminierungen, die sich bei Zimmertemperatur abspielen und 
die den Bedingungen der Alkalihydrolyse sehr pahe kommen. 
Das ist der schon von Pellizzari und Gaiter?) beobachitete 
Ubergang von Guanidin in Triaminoguanidin unter dem Einfluti 
von Hydrazin, den wir an substituierten, auch mehrfach su))- 
stituierten Guanidinen wie Kreatinol studierten und der bei 
allen untersuchten Guanidinen unter Eliminierung simtlicher 
Aminreste zum Triaminoguanidin fiihrt. Der Vorgang gelit 
zweifellos iber Cyanamid — auch dieses gibt Triaminoguanidin — 
und verliuft so glatt, daB er zu einer quantitativen Bestimmung 
von Guanidinen ausgearbeitet werden konnte. 

Zur Priifung des aufgestellten Hydrolysenschemas gab es 
zwei Méglichkeiten. Einmal konnte man versuchen, die hypo- 
thetischen Zwischenprodukte abzufangen, andererseits diese aus 
ihren Komponenten unter Bedingungen der Kreatinolhydrolyse 
aufzubauen. Leider gliickte es bisher auf keine Weise, ein 
Zwischenglied der Hydrolyse zu fassen, so da wir selbst schon 
Bedenken an der Richtigkeit des Hydrolysenschemas iuBerten.’) 

Den zweiten Weg der Prifungsméglichkeit haben Lecher 
und Demmler 4) gewahlt, die kiirzlich zu unserer Ansicht 
Stellung genommen haben, und glauben, die Unméglichkeit 
des geschilderten Mechanismus an einem ,ganz_ einfachen 
Modell* bewiesen zu haben. Sie verwerfen gerade fiir Dialky]- 
guanidine, unter die sie das Kreatinol einreihen, die Hydro- 
lysenfolge itber die Cyanamid-Biguanidstufen, die sie im tibrigen 
bei giinstigeren Fiillen fiir méglich halten.5) Die genannten 
Autoren fassen die Kreatinolhydrolyse als einen Zerfall der 
C-Pseudobase (XXVI) auf, der mit gleicher Geschwindigkeit 
in zwei Richtungen vonstatten gehen soll: 





') Diese Zs. Bd. 155, S. 206 (1926). 

*) Gazz. Bd 44,1, S. 78 (1914). 

*) Dissertation Ganzlin, Berlin 1927 (im Druck befindlich). 
*) Diese Zs. Bd. 167, S. 166 (1927). 

5) A. a. O. 8.170, 2. Abschn. 
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; NH 
, = O=C¢ + HNRR 
DR 7 NH, 


ee Th , 

iii pe O=CK + NH 

2 

Unter der Voraussetzung gleicher Reaktionsgeschwindigkeit von 

K und F wiirde selbstverstandlich auch dieses Schema den 
Experimentalergebnissen gerecht werden. 

Wenngleich wir heute nicht entscheiden kénnen, welche 
Auffassung der Kreatinolhydrolyse den Vorzug verdient, kénnen 
wir uns aber keineswegs der Beweistiihrung von Lecher und 
Demmler anschlieBen, da sie ihr Modell doch zu _ einfach“ 
gewihlt haben und es dem Vorgang der Kreatinolhydrolyse 
nicht geniigend angepaBt haben. 

Da wir auf die Ausfiihrungen der genannten Autoren 
celegentlich der ausfithrlichen Besprechung der Rathkeschen 
Reaktion naher eingehen miissen, wollen wir hier nur einige in 
Beziehung zur Kreatinolhydrolyse stehende Punkte herausgreifen, 

Lecher und Demmler irren, wenn sie ganz allgemein 
behaupten, Dialkyl-cyanamide addierten Amine nicht’). So 
gelingt es ohne Schwierigkeiten, aus Diithylcyanamid und 
Anilinchlorhydrat das N, N-Diathyl-N’-phenyl-guanidin zu er- 
halten (Gleichung G): 


J N(CLAs)s 
(G) (C,H,,N—C=N + H,NC,H,-HCl —» CONH - HCl. 
\NH(C,H,) 


Auf Grund ihrer negativen Versuche Diathylcyanamid mit 
Aminen oder Aminsalzen in Reaktion zu bringen, geben 
Lecher und Demmler der Schenckschen Reaktion?) (d. i. 
die Darstellung von sym. tetrasubstituierten Guanidinen aus 
Halogencyan und iiberschiissigem Dialkylamin) eine Deutung, 
in der nicht Dialkylcyanamid, sondern ein Additionsprodukt 
von Amin an Halogencyan als Zwischenphase auttritt und die 
gemi8 Gleichungen H und J verlauten soll. 





') Diese Zs. Bd. 167, S. 170, Kapitel III (1927). Vgl. auch Fub- 
note 1 auf §$. 139. 
*) Arch. Pharmaz. Bd. 247, §. 495 (1909); Diese Zs. Bd. 141, S. 141 
(1924). 
10* 
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JN 
(Hd) (C,H,),NH + JC=N —> J—C?¢ 


\N(C,H;), 
NH-HJ 
4 (CrH,).N—CC 
onan s |r0f / NN(CiH)s 
(J) (C,Hs5)s : + Stina \N(C.H), ‘ anaes a 
elie \N(C.H,), 


Wir werden indessen im folgenden die Unwahrscheinlichkeit 
dieses Schemas an einem ganz einfachen Versuch beweisen. 
Halogencyan reagiert mit Dialkylaminen AuBerst lebhaft 
unter Bildung von Dialkyl-cyanamiden und Aminsalzen.!) Bringt 
man also Halogencyan mit iiberschiissigen Dialkylaminen in 
Alkohol zusammen, so erhalt man eine Lésung, die Dialky!- 
cyanamid, Dialkylaminsalz und freie Dialkylaminbase enthilt 
(Gleichung K). 
(K) Hal.—_C=N + 2HNRR + xHNRR 
NRR 
O=N + HNRR- Hul.H + xHNRR, 


NRR 
| NRR 
(L) C=N + HNRR-Hal.H + xHNRR —> C4NH-Hal.H. 
\NRR 


Nach Schenck reagiert diese Lésung weiter zu Dialkyl- 
guanidinen. Teilt man die Schencksche Reaktion auf, indem 
man erst Dialkylcyanamid herstellt und dieses dann mit Dialky]- 
aminsalz und freiem Dialkylamin vereinigt, so reagieren die 
Komponenten mit oder ohne Lésungsmittel?) zum Tetraalkyl- 
guanidin (Gleichung L). Dialkyleyanamid bildet sich also nicht 
nebenher®) wie Lecher und Demmler glauben, sondern 
ist Primirprodukt. Wegen der notwendigen Anwesenheit von 
Aminsalz halten wir es allerdings durchaus fiir méglich, dab 
tatsichlich ein Intermediairprodukt, wie es Lecher und 





1) Wallach, Chem. Ber. Bd. 32, S. 1873 (1899). 

*) Ist Alkohol als Lésungsmittel zugegen, wiire die Bildung eines 
Isoharnstoff-O-iithers nicht ausgeschlossen, der ebenfalls zu Guanidinen 
weiter reagieren kann. 

*) Wenn noch unverindertes Dialkyleyanamid [Diese Zs. Bd. 167, 
S. 171 (1927)] gefunden wurde, war die Reaktion noch nicht beendet. 
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Demmler diskutieren, auftritt. Die Entstehung dieser Ver- 
bindung XXVII wire aber sicher eine andere, als sie sich die 


NH 
XXVII Hal.—C< ; 

NRR 
genannten Autoren vorstellen. Nicht aus dem Halogencyan 
bildet sie sich, sondern aus Dialkyleyanamid. 

Ebenso gelingt es, aus Diathyleyanamid und Ammonchlorid 
Diithylguanidin zu erhalten, wenn man die Versuche der ge- 
nannten Autoren in Gegenwart von Ammoniak wiederholt. 
Allerdings laBt in diesem Falle die Ausbeute zu wiinschen 
iibrig. Recht gute Ausbeuten erzielt man aber z. B. bei der 
Umsetzung von Athylaminchlorhydrat mit Dimethylcyanamid 
in Gegenwart von Athylamin. 

Wir haben die Schencksche Reaktion und ihre Inter- 
pretation durch Lecher und Demmler hier nur deshalb 
herangezogen, weil bei ihr der Fall eindeutig klar und ganz 
‘ihnlich liegt, wie bei der Umsetzung von Dialkylcyanamiden 
mit Guanidinen, die zu Biguaniden fiihrt und die bei der 
Kreatinolhydrolyse eine Rolle spielen miiBte. 

Fir Lecher und Demmler gilt die Kreatinolhydrolyse 
iiber die Biguanidstufe vor allem deshalb fiir unméglich, weil 
sie aus Diaithylecyanamid und Diathylguanidin kein Biguanid 
erhalten konnten.') Auch hierbei wurde nicht beachtet, daB 
beim Zerfall des Kreatinols nicht Dialkyleyanamid und Dialky1- 
guanidin allein miteinander reagieren wiirden. Beim Zu- 
sammenbringen von Kreatinolsalz mit Alkali stellt sich erst 
einmal ein Gleichgewicht ein zwischen Guanidin, Guanidinsalz, 
Alkali und Alkalisalz. Zerfiele jetzt ein Teil der Guanidin- 
base zum Cyanamidabkémmling und Ammoniak, wiire mit der 
gleichzeitigen Anwesenheit von Guanidin, Guanidinsalz und 
Dialkyleyanamid zu rechnen. 





1) Lecher u. Demmler, a.a. O., S. 170: ,,Die Addition von asym. 
Diithylguanidin an Diiithyleyanamid erfolgt ebenfalls nicht. Das war 
uns nicht tiberraschend, da nach unseren Erfahrungen Dialkyleyanamide 
auch Ammoniak und Amine nicht addieren.‘ Dialkyleyanamid lagert 
nach unseren Erfahrungen, wie ausgefihrt, Ammonsalz in Gegenwart 
von Ammoniak Aminsalze in Gegenwart von Amin an. 
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Vereinigt man dementsprechend ein Guanidin, Guanidinsalz 
und Dialkyleyanamid, so reagieren die Komponenten bereits 
bei Zimmertemperatur, d.h. unter Bedingungen unserer 
Kreatinolhydrolyse, zum Biguanid. Das laBt sich leicht an der 
Bildung der fiir Biguanide charakteristischen Kupfersalze') er- 
kennen, die wir isolieren und in das Biguanidsulfat bzw. 
-pikrat iiberfiihren konnten. 

So entsteht aus Diithylcyanamid Guanidin und Guanidin- | 
bromhydrat (Gleichung M) das asym. w,«-Diithylbiguanid * 
(XX VITI) 


/NH NH: 
(M) (C,H,),NC=N + CONH + CONH-HBr 
\NH, | \NH, 
—>» ‘iN -C—NH—C—NB, 
| | 
NH NH 
XXVIII 


Interessanterweise nimmt die Umsetzung nur bei Zimmer- 
temperatur glatten Verlauf. Fihrt man sie bei 100° durch, 
erhilt man neben wenig Biguanid Melamin (X XIX) 
NH 
un—C—_nH 
HN—C—NH—C=NH 

XAXIX 
Es scheint also keineswegs dasselbe zu sein, ob man ein 
Guanidin mit Barytwasser verkocht oder mit n-Natronlauge 
bei Zimmertemperatur zersetzt, 

Es iiberraschte uns also nicht, als auch Diathylguanidin 
in Gegenwart von Diithylguanidinsalz mit Diithylcyanamid zum 
sym. Tetraithylbiguanid (XXX) reagierte. 

(C,H,),N—C—NH—C—N(C,H,), 


| 
NH NH 
Lecher und Demmler ist also keineswegs gelungen, die 


, Unmiglichkeit“ unseres Schemas zu beweisen, da sie ihre 
Versuche unter ganz anderen Bedingungen angesetzt und der 





1) Rathke, Chem. Ber. Bd. 12, S. 781 (1879). 
*) “mich, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 12, 8. 17 (1891). 
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gleichzeitiger. Anwesenheit der verschiedenen Basen und deren 
Salze keine Beachtung geschenkt haben.') Man kénnte im 
Gegenteil den Ablauf der geschilderten Reaktionen als eine 
Stiitze fiir unsere Auffassung der Kreatinolhydrolyse betrachten. 
Wir sind weiterhin bemiiht, Klarheit in diese komplizierten 
Verhiltnisse zu bringen. 

Wie schon angedeutet, haben wir auch zwei Homologe 
des Kreatinols synthetisiert und dabei die Erlenmeyersche 
Synthese (Gleichung A auf S. 125) benutzt. Das Chlorhydrat 
des Athylguanido-iithanols (XXXI) (N - Athyl-N -(@ - oxithyl)- 
euanidins) ist hygroskopisch; wir haben es deshalb als 
Pikrat vom Schmelzp. 154° zur Analyse gebracht. Ganz ahn- 
lich verhilt sich das Isoamv'derivat, N-lsoamyl-N-(f-oxathyl)- 
guanidin (XXXII), dessen Pikrat be: 117—118° schmilzt. 


CH, 
| 
CH,—CH, CH,—CH,—CH—CH, 
| | 
/N—CH,—CH,OH /N—CH,—CH,OH 
CON CANH 
\NH, \NB, 
XXXI XXXII 


Auch in Richtung anderer Kreatinabkémmlinge, wie z. B. des 
Acetals vom Kreatinal, haben wir die Synthese fortgesetzt und 
wollen spiiter dariiber berichten. 

Nach Untersuchungen von F. Peters’) vermehrt das 
Kreatinol die Ausscheidung des Harnkreatinins nicht. Damit 
stimmt die bemerkenswerte Ungiftigkeit der Verbindung bei 
verschiedensten Versuchstieren und Applikationsarten iiberein. 

Uber das Unvermégen des Kreatinols, die Hefegirung zu 
beeinflussen, berichteten Schoeller und Gehrke.) Kine blut- 
zuckersenkende Wirkung entfaltete das Kreatinol an Hund 
und Kaninchen nicht. 





"\ Allem Anscheine nach wurde darauf auch von anderen Autoren 
bisher kaum Wert gelegt. Allerdings vermeidet Klingner, wie er aus- 
driicklich angibt [Diese Zs. Bd. 155, S. 209) 1925)] bei seinen thermischen 
Umaminierungen Salze von Guanidinen, um Reaktionen, die dadurch 
 katalysiert“ werden kénnten, auszuschlieBen. 

“) Diese Zs. Bd. 174, S. 177 (1928). 

*) Biochem. Zs. Bd. 172, S. 370 (1926). 
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Fiir die vorliegende Arbeit hat die Schering-Kahl. 
baum A.-G. die Mittel zur Verfiigung gestellt. Wir sind dey 
Direktion der Firma, insbesondere Herrn Prof. Walter 
Schoeller, zu gréBtem Dank verpflichtet. Durch Anfertiguneg 
der Mikroanalysen unterstiitzte uns Frl. Neuberg, bei der 
experimentellen Ausfithrung die Herren Opitz und Paul. Wir 
sprechen auch an dieser Stelle unseren Dank dafiir aus. 


Experimenteller Teil. 


Chlorameisensdure-§-chlorathylester, Cl-CO-O-CH,-CH,-Cl. 

24 ¢ Athylenchlorhydrin werden mit 25—30 g flissigem 
Phosgen 5—8 Tage bei Zimmertemperatur im Bombenrohr 
aufbewahrt, die gebildete Salzsiure abgeblasen und der lige 
Rohrriickstand mit Wasser und Ather (etwa 350 ccm) auf- 
genommen. Nach Neutralisation mit Kaliumcarbonat, Abheben, 
Trocknen tiber Natriumsulfat und Verdampfen des Athers wird 
der Riickstand destilliert. Siedep.,,, 142°. Ausbeute etwa 
35 g = 82°/, d. Th. 


Methylcarbamidsaure-/-chlorathylester, 
(CH, -NH)-CO-O-CH,-CH,-Cl. 

100 g obigen Esters, in 600 ccm trocknem Benzol gelist, 
werden unter Eiskiihlung mit 2 Mol (= 210 ccm alkoholischer 
36°/,iger Loésung) Methylamin portionsweise versetzt. Nach 
15stiindigem Stehen wird das ausgefallene Methylaminchlor- 
hydrat abgesaugt und das Benzol abdestilliert. Das _riick- 
stiindige Ol siedet unter 15 mm bei 110—112° und erstarrt 
beim Abkiihlen in einer Kiltemischung. Ausbeute 91,2 g, 
d.s. etwa 95°/, d. Th. 


a) 0,1812 g Substanz (3mal im Vakuum dest.) gaben 0,2310 g CO,, 
0,0942 g H,O. 
b) 0,1914 g Substanz gaben 0,2416 g CO,, 0,0992 g H,O. 
a) 0,1264 g ‘. »  11,6eem N, (20°, 762 mm, 50°/, KOH). 
b) 0,1344 g a 5,  11,9cem N, (13°, 766 mm). 
a) 0,1114 g " 5  0,1146 g AgCl. 
C,H,O,NCI1 (137,5) 
Ber. C 34,919, H 5,87, N 10,19%/, Cl 25,79°%, 
a) Gef. ,, 34,77 1, 9,82 » 10,72 20,45 


b) 5, 9, 34,43 », 9,80 yy 10,65 a 








Synthese des Kreatinols. (N-Methyl-N-(¢-oxiithyl)-guanidin). 143 


Athylcarbamidsaure-f-chlorathylester, 
(C,H, -NH)-CO-O-CH, -CH,-Cl. 

15 ¢ Ester, in 90 ccm Benzol gelést, werden mit 20 g 
50°/,igem alkoholischen Athylamin unter Kiihlung umgesetzt 
und aufgearbeitet. Siedep.,, 94—95°. Ausbeute 15 g = 
94°/, d. Th. 


Isoamylcarbamidsaure-/-chlorathylester, 
(C,H,,:-NH)-CO.O-CH,-CH, - Cl. 


70 g Ester in 400 ccm Benzol werden mit 88 g Isoamyl- 
amin (Kahlbaum) versetzt. Siedep.,, 106°. Ausbeute 81 g= 
85°/, d. Th. Das Urethan enthalt noch kleine Mengen Iso- 
amylaminchlorhydrat, die sich durch Destillieren nicht ent- 
fernen lassen. Auf eine vollkommene Reinigung wurde ver- 
zichtet, da die geringe Beimengung bei der folgenden Um- 
setzung nicht storte. 

0,1166 g Substanz (5mal dest.) gaben 0,2062 g CO,, 0,0862g¢ H,0. 

0,0998 g Substanz gaben 5,6 cem N, (21°, 752 mm, iiber 50°/,iger 
KOH). 

0,1142 g Substanz gaben 0,0934 g AgCl. 

C,H,,0,NCI (193,6) 
Ber. C 49,80°/, H 8,339, N 7,24%, Cl 183%, 
Gef. ,, 48,23 » 9,87 », 6,45 > 20,23. 


Benzylcarbamidsaure-/-chlorathylester, 
(C,H, -CH,-NH)-CO.0O-CH,-CH,-CL. 


15 g¢ Ester reagieren mit 25 g Benzylamin in 100 ccm 
Benzol als Lésungsmittel und geben 21 g Urethan vom Siede- 
punkt, , 158°, Siedep.,, 218—220° (Ausbeute 94°/, d.Th.). Das 
Urethan erstarrt bereits bei Zimmertemperatur zu einer weiBen 
Krystallmasse. 


0,1040 g Substanz (2mal dest.) gaben 0,2136 g CO,, 0,0564 g H,0. 
0,1006 g Substanz gaben 5,5 cem N, (27°, 761 mm, 50°/,ige KOH), 
0,1004 g ! » 0,0664 g AgCl. 
C,,H,,0,NC1 (213,6) 
Ber. C 56,189, H 5,67, N 6,56°/, Cl 16,60%, 
Gef. ,, 56,01 y 6,07 , 6,23 » 16,36. 
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Methyl-f-oxathyl-amin, CH,-NH-CH,-CH,-OH. 

40 ¢ Methylcarbamidsiure-f-chlorithylester werden in eine 
eiskalte Liésung von 48g Natriumhydroxyd und 60 ccm Wasser 
auf einmal eingetragen. Die Konzentration der Natronlauge 
ist fiir den glatten Verlauf der Reaktion maBgebend; wilt 
man eine verdiinntere Lauge, geht der ProzeB sehr langsam und 
unvollstindig vor sich; bei héheren Konzentrationen nimmt die 
Umsetzung explosiven Charakter an. Unter obigen Bedingungen 
steict die Reaktionstemperatur nach Fortnahme der Kiihlung 
ziemlich rasch auf etwa 70°; sie wird unter stiindigem Schiitteln 
des Gutes auf dieser Hohe gehalten, bis die Selbsterwirmung 
nachlaBt (etwa 20 Minuten); +/,—1stiindiges Erwarmen auf 
90 — 100° vervollstindigt die Reaktion. Bei langsam steigender 
AuBentemperatur (bis 200°) wird im Vakuum die wiBrige 
Aminoithanollésung von den Salzen und der iiberschiissigen 
Lauge getrennt. Das Destillat wird, am besten mit Aufsatz, 
zweimal unter Atmosphiarendruck fraktioniert. Bei der ersten 
Fraktionierung befindet sich die Hauptmenge des Amins in 
dem von 140—160° iibergehenden Anteil. Aus diesem lassen 
sich bei der zweiten Destillation etwa 10g (= 45°/, d. Th) 
nahezu reines Methylaminoithanol vom Siedep.,,, 155—156° 
gewinnen (Siedep.,, 64—65°). Die Substanz ist identisch mit 
der nach Knorr und Matthes') aus Athylenoxyd und Methyl- 
amin erhaltenen: 

500 ccm 33°/,ige Methylaminlésung und 44 g Athylen- 
oxyd geben aber nur 5—7 g Methylaminoiithanol vom Siede- 
punkt 152—156° und 25,8 g Bis-oxithyl-methylamin (Siede- 
punkt,, 137°). 

Das Pikrat fallt mit itherischer Pikrinsiiure, Schmelzp. 150°. 


Athyl-f-oxathylamin, C,H,-NH-CH,-CH,-OH. 

Beim Einbringen von 8 g Athylcarbamidsiure-f-chlor- 
ithylester in eine eisgekithlte Lésung von 6,5 g Natriumhy- 
droxyd in 8 ccm Wasser und 5 cem Alkohol beginnt die Chlor- 
abspaltung fast sofort. Bei stiindigem Schiitteln liBt die 
Reaktionswirme binnen 20 Minuten nach; der Umsatz wird 





1) Chem. Ber. Bd. 31, 8. 1070 (1898). 
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durch 11/, stiindiges Krwirmen auf 80—90° vervoilstindigt. 
Aufarbeitung wie beim Methylhomologen. Die Hauptmenge 
geht bei der ersten Fraktionierung zwischen 150 und 170° 
iiber. Die zweite Destillation liefert etwa 3,4 g¢ (=72°/, d. Th.) 
fast reines Produkt vom Siedep. 169—170°. 

a) 0,1192 g Substanz (5mal dest.) Substanz gaben 0,2340¢ CO,, 


0,1330 g H,0. 
b) 0,0828 g andere Substanz gaben 0,1640 g CO,, 0,0892 g H,0. 
0,1410 g Substanz gaben 19,1 cem N, (22°, 760 mm, 50°/,ige KOH). 


C,H,,ON (89,1) Ber. C 53,879),  H 12,459/,  N 15,72°/, 


a) Get. ,, 53,54 12,49 15,67 
b) ” ” 54,02 ” 12,05 ” igre 


Aus der itherischen Aminlésung fallt mit Pikrinsiure das 
wasserldsliche Pikrat (gleich rein vom Schmelzp. 125—126%, 
mit gasfoérmiger Salzsiure oder Neutralisation der wiBrigen 
Lésung erhailt man das hygroskopische Chlorhydrat. 


Isoamyl-f-oxathylamin, C,H,,-NH-CH,-CH,-OH. 


40 g Isoamylcarbamidsiure-f-chloriithylester werden mit 
einer Mischung von 34g Natriumhydroxyd, 40 ccm Wasser 
und 10ccem Alkohol zerlegt und entweder wie geschildert auf- 
gearbeitet, oder es wird das in der konzentrierten Natronlauge 
kaum lésliche Athanolamin in Ather aufgenommen und frak- 
tioniert (Siedep.,, 105—106°, Siedep.,, 93—94°, Siedep.,., 203 
bis 204°). Ausbeute 26 g = 96°/, d. Th. 

0,1088 g Substanz (2mal dest.) gaben 0,2560 g CO,, 0,1238 g H,O. 

a) 0,1654 g Substanz gaben 15,2 ccm N, (25°, 761mm, 50°/,ige KOH). 

b) 0,0934 g Z » 8,4 eem N, (22°, 760 mm). 

C,H,,ON (131,2) 
Ber. C 64,03°/, H 18,06°, N 10,68 °/, 
Gef. ,, 64,17 » 1978 a) 10,54 ~—b) 10,41. 





0,8g der Analysensubstanz wurden mit itherischer Pikrin- 
siiure versetzt. Das ausgefallene Ol erstarrte beim Reiben in 
breiten Prismen. Ausbeute 2 g; aus 5ccm 50°/,igem Alkohol 
umgelést, krystallisiert es in dicken vielseitigen Aggregaten 
(Schmelzp. 94—95°). In Wasser ist es nicht sehr léslich, aber 
auch in Ather nicht unldslich. 
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Benzyl-f-oxathylamin, C,H,-CH,NH-CH,-CH,-OH. 

8 g des Urethans werden in 20 ccm Alkohol geldést und 
in eine Lisung von 9,5g Natriumhydroxyd in 12 ccm Wasser 
bei Zimmertemperatur eingetragen. Durch Selbsterwirmung 
steigt die Temperatur bis auf 65° Nach %/,stiindigem Er. 
hitzen auf 80° wird der Alkohol abdestilliert und der Riick. 
stand mit Ather aufgenommen. Der Atherriickstand siedet 
unter 13 mm bei 148—149° (Siedep. eiwa1 105°). Ausbeute 4,8 ¢ = 
85°/, d. Th. 


0,1866 g Substanz (2mal dest.) gaben 15,3 cem N, (26°, 762 mm, 
50°/,ige KOH). 


C,H,,ON (151,1) Ber. N 9,27%%  Gef. N 9,38). 

0,8 g der Analysensubstanz wurden in feuchtem Ather mit 
Pikrinsiure gefillt. Oliges Pikrat, krystallisiert nach einiger 
Zeit. Es schmilzt unscharf zwischen 104 und 116° Es enthiilt 
1 Mol. Krystallwasser, das bei 55° und 12 mm entweicht. Der 
Schmelzpunkt der wasserfreien Substanz liegt bei 1834—135° 


0,1014 g Substanz (1mal aus Wasser umgel., konst. getr.) gaben 
0,1768 g CO,, 0,0414 g H,O. 
0,0908 g Substanz gaben 11,8 cem N, (30°, 759 mm, 50°/,ige KOH), 


0,5858 g * (wasserhaltige) verloren bei 55° und 12 mm 
0,0268 g H,O. 
0,5856 4 ”? ( 9 ) 9 ? 55° ”? 12 ? 


0,0272 g H,0. 
C,5H,,0,N, (380,2) Ber. C 47,349,  H 4,249,  N 14,74°/, 
Gef. ,, 47,55 4,57 » 14,62. 
C,;H,,0,N,-H,O (398,2) Ber. H,O 4,52 Gef. 4,57, 4,64. 
In warmem Wasser ist das Pikrat gut léslich (flache, schief 
geschnittene Tafeln oder Prismen), noch leichter in Alkohol. 


S-Athyl-iso-tioharnstoff-hydrobromid, 
((NH,)-C :(NH)-(S-C,H,)]-HBr. 
Die Vorschrift von Wheeler und Merriam’) wurde wie 
folgt abgeandert. 
150 g fein gepulverter Thioharnstoff wurden mit etwa 
200 ccm Alkohol durchfeuchtet und unter Zugabe von 250 g 
Athylbromid etwa 4 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht 


) H. L. Wheeler u. H. F. Merriam, Am. Bd. 29, S. 483 (1903). 








> F oe "ew 
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(Temperatur auben 50—65°). Wenn man das Reaktionsgut 
hin und wieder umgeschiittelt hat, ist der Thioharnstoff inner- 
halb der genannten Zeit in Lésung gegangen. Alkohol und 
iiberschiissiges Bromid werden méoglichst quantitativ, zuletzt 
im Vakuum unter Temperatursteigerung auf 100° abdestilliert 
und der Riickstand noch heif in eine Schale gegossen. Beim 
Abkihlen erstarrt er zu einer harten Kruste. Ausbeute nahezu 
quantitativ. 

Als Salz ist der Isothioharnstoff-S-athylither recht be- 
stindig. Beim Erhitzen auf 133° entwickelt er erst Spuren 
von Mercaptan, gegen 146° ist geringe Gasentwicklung be- 
merkbar, die bei 168° unter Schiumen lebhaft wird. Er ist 
in Wasser und Alkohol spielend léslich. Sein in Wasser sehr 
schwer, in Alkohol gut lésliches, daraus umlésbares Pikrat 
schmilzt bei 186°.) 

a) 4,103 mg Substanz (2mal aus W. umkryst. u. im Exsiccator bei 
12 mm getr.) gaben 4,850 mg CO,, 1,250 mg H,O. 

b) 3,991 mg Substanz gaben 4,720 mg CO,, 1,155 mg H,O. 


a) 3,458 mg * » 0,599 cem N, (18°, 770mm, 50°/,ige 
KOH). 
b) 3,851 mg ‘a 5 0,674 cem N, (19° 770 mm). 
C,H,,0;N,S (33,2) Ber. C 32,419,  H 3,339), N 21,02%, 
a) Gef. ,, 32,24 » 3,40 »» 20,59 
b) 4, yy 32,26 1 3,24 20,78. 


1-Methyl-1-(9-oxathyl)-guanidin (Kreatinol), 
NH, -(NH): C-N-(CH,)-(CH, -CH,-OH). 

104 g gut gepulvertes S-Athyl-isothioharnstoff-hydrobromid 
werden mit etwa 10 com Wasser angefeuchtet und mit 46,7 g 
(1,1 Mol.) Methylaminoathanol vereinigt. Beim Umschiitteln 
des Ansatzes tritt bald klare Lésung ein, die sich aber binnen 
weniger Minuten durch Abscheidung von Mercaptan triibt. 
Um ein Verdunsten dieses tibelriechenden Thioalkohols durch 
die Reaktionswirme méglichst zu vermeiden, kihlt man ein 
wenig. Ist man bereits im Besitz von Krystallen, impft man 
das Reaktionsgut einige Stunden spiter an und iiberlaBt es 





) Bei H. L. Wheeler u. G. S. Jamieson, Jl. of Biol. Chem. Bd. 4, 
S. 117 (1908), ist 184° angegeben. 
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eine Nacht sich selbst. Es ist dann gréBtenteils zu eine 
harten Kruste erstarrt, von der sich das oben schwimmende. 
leicht flissige Mercaptan unschwer abgieBen libt. Die Kry. 
stalle werden durch scharfes Abpressen und Waschen it 
wenig eiskaltem Alkohol und Ather von Mutterlauge und rest. 
lichem Mercaptan méglichst befreit. Die Ausbeute an exsi- 
catortrockener Substanz betrigt 75 g = 67°/, d. Th. Die An. 
wendung von 2 Mol. Methylaminoithanol auf 1 Mol. Thioharn. 
stoffither vergréBert diese Menge nicht. Durch zweimaliges 
Umloésen aus Alkohol erhilt man die Verbindung vollstandig 
rein und geruchlos; sie erscheint in derben Wiirfeln you 
Schmelzp. 101—103”. 

a) 0,1008 g Substanz (bei 55°, 1 mm getr., zweimal umgel.) gaben 
0,0890 g CO,, 0,0554 g H,0O. 

b) 0,1020 g Substanz gaben 0,0904 g CO,, 0,0556 g H,0. 


0,0998 g e »  18,6cem N, (26°, 757mm, 50°/,ige KOH) 
0,1016 ¢ ‘ » 09,0970 g AgBr. 
C,H,,ON,Br (198,0) 
Ber. C 24,24 %, H 6,11 °%/, N 21,22, Br 40,36 °/, 
a) Gef. ,, 24,08 »» 6,14 5 24,37 5» 40,63 
b) ” ” 24,17 ” 6,10 — Sa ” eps 


Das Bromhydrat schmeckt salzig bitter und kiihlend. Ks 
ist spielend in Wasser, etwas schwerer in Alkohol (ein Tei! 
in etwa 10 Teilen) léslich; die sonstigen organischen Solvenzien 
wie Ather, Essigester, Chloroform usw., nehmen es kaum aut. 
Zum Umildsen eignet sich auch eine Mischung von Alkoho! 
und Essigester gut. 

Sind noch keine Impfkrystalle vorhanden, arbeitet man 
das Reaktionsgut zweckmiBig als Pikrat auf. Dadurch libt 
sich die Ausbeute an Kreatinol auf tiber 85°/, d. Th. steigern. 
Das Pikrat ist im Verhaltnis zu anderen Guanidinpikraten 
relativ wasser- und alkoholléslich, Aus viel Essigester (i ¢ 
aus etwa 20ccm), Alkohol oder Wasser (etwa die doppelte 
Menge) liBt es sich umlésen. Lange, diinne, leuchtend gelbe 
Prismen vom Schmelzp. 166°. 


0,1004 g Substanz (2mal aus W. und Essigester umgel., bei 15 
und 1 mm getr.) gaben 0,1278 g CO,, 0,0874 g H,O. 
0,1000 g Substanz gaben 20,4ecm N, (18°, 766 mm, 50°/,ige KOH). 
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C,oH1,0sN, (346,2) Ber. C 34,66°/, H 4,08°/, N 24,289, 
Gef. ,, 34,70 _ +e »» 24,12 

Durch Zerlegen des Pikrates mit 1,1 Mol n-Salzsiure oder 
durch Umsetzen des Bromhydrates mit Silberchlorid gelangt 
man zu dem hygroskopischen, bei 78° — vorher Sintern — 
schmelzenden Chlorhydrat. Es ist noch leichter als das 
Bromhydrat in Wasser und Alkohol léslich, krystallisiert aber 
aus letzterem in groBen vielseitigen Gebilden. Ather, Aceton 
und Essigester lésen es kaum, Amylalkohol schwer. 

0,1066 g Substanz (1mal aus A. umgel., bei 55° und 12 mm getr.) 
gaben 0,1222 g CU,, 0,0772 g H,O. 

0,0986 g Substanz gaben 23,2 ccm N, (22°, 769mm, 50°/,ige KOH). 

0,0936 g Substanz gaben 0,0890 g AgCl (Carius) (Titration des 
Chlors ergab zu wenig, 21,9 °/,). 

C,H,,ON,Cl (153,6) 
Ber. C 31,25°/,  H 7,88°/, N 27,36°/, Cl 23,09, 
Gef. ,, 31,26 » 8,10 yy 27,05 9 23,52 

Aus der Lésung der Halogenwasserstoffsalze fallt Natrium- 
pikrolonat einen in kaltem Wasser duferst schwer léslichen 
Niederschlag. Aus viel heiBem Wasser krystallisiert er in Form 
rechteckiger Plittchen, die nach kurzem Sintern (234°) bei 
236-—237° (korr.) unter Zersetzung schmelzen. 

4,526 mg Substanz (2mal umgel., bei 55° und 12 mm konst. getr.) 
gaben 7,280 mg CO,, 2,020 mg H,O. 

3,181mg Substanz gaben 0,701 cem N, (20°, 753mm, 50°/,ige KOH). 

C,,H,,0,N, (381,3) Ber. C 44,06°/, H 5,029, N 25,72 ° 

Gef. ,, 43,87 » 4,99 », 25,44 . 

Das Chlorhydrat gibt mit einer Reihe von Schwermetall- 
salzen teils sehr schén krystallinische Niederschlige. So fallt 
Sublimat ein in kaltem Wasser relativ schwer lésliches Doppel- 
salz, das nicht weniger als 6 Mol. Quecksilberchlorid ent- 
halt. Aus Wasser umgelist (weiBe Nadeln) schmilzt es nach 
Sintern bei 216° zu einer klaren Fliissigkeit bei 220—221°. 

0,1214 g Substanz (1 mal umgel., bei 55° und 12mm getr.) gaben 
0,0130 g CO,, 0,0118 g H,O. 

0,1238 g Substanz gaben 0,0980 g HgS. 
C,H,,0N,Cl-Hg,Cl,, (1782,7) Ber. C 2,69°/, H 0,68°/, Hg 67,50°/, 

Gef. ,, 2,92 », 1,09 » 68,2 


be 
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Mit einem Mol. Cadmiumchlorid gibt das Chlorhydrat 
einen Niederschlag, der in Wasser schwer, in Alkohol auch in 
der Wirme kaum loslich ist. Aus Wasser erscheint er in bi- 
pyramidalen Prismen vom Schmelzp. 190—191° 


5,444 mg Substanz (imal umgel., bei 15° und 12 mm getr.) gaben 
2,935 mg CO,, 1,785 mg H,0. 
4,245mg Substanz gaben 0,444cecm N, (21°, 759mm, 50°/,ige KOH). 
C,H,,ON,Cl-CdCl, (336,9) Ber. C 14,25°/, H 3,59%/, N 12,479, 
Gef. ,, 14,70 9 3,67 9, 12,09 
Kine 4°/,ige wiBrige Lésung des Chlorhydrates gibt mit 
Goidchloridchlorwasserstoffsiure keinen Niederschlag; 
aus einer konzentrierten Lésung fillt das Chloraurat in hell- 
gelben Prismenaggregaten. Aber selbst aus reinsten Pripa- 
raten hergestellt und aus verdiinnter Salzsiure mehrfach um- 
gelést, zeigt das Salz keinen scharfen Schmelzpunkt: 90° be- 
ginnendes Sintern, 125—126° Meniscus. Krystallwasser ent- 
halt es nicht. 
126,4mg Substanz, in der Pistole bei 12mm iiber P,O, 
im Aceton-, Alkohol-, Wasser und Toluolbade steigend erhitzt, 
sinterten etwas zusammen unter Verlust von 0,9 mg = 0,72°/,, 
wahrend sich fiir 1H,O 3,94°/, errechnen. 
In Alkohol ist das Chloraurat gut léslich und JaBt sich 
mit Petrolither daraus krystallinisch fallen: 
a) 4,655 mg Substanz (1 mal umgel. exsiccatortrocken) gaben 1,800 mg 
CO,, 1,325 mg H,O, 2,040 mg Au. 
b) 4,930mg Substanz gaben 1,840mgCO,, 1,380mg H,0, 2,131 mg Au. 
C,H,,ON,Cl,Au (457,1) Ber. C 10,50°/, H 2,65°/, Au 43,14°, 
a) Gef. ,, 10,55 7 3,18 5» 43,83 
») »« 8 99 318 » 43,23 
Ebensowenig ist das in Wasser ziemlich leicht lésliche 
Chlorplatinat zur Abscheidung des Kreatinols geeignet (die 
4°/,ige wiBrige Lésung gibt auch mit diesem Reagenz keinen 
Niederschlag). Durch EKindunsten im Exsiccator erhilt man 
das Salz in dunkelgelben Krystallbiischeln. Da das Chlor- 
platinat in absolutem Alkohol selbst in der Warme nur sehr 
wenig ldéslich ist, kann man es aus diesem Mittel gut fallen. 
Aus waBrigem Alkohol umkrystallisiert, schmilzt es bei 185 
bis 186° unter lebhafter Zersetzung. 











Synthese des Kreatinols. (N-Methyl-N-(S-oxiithyl)-guanidin). 151 


In den Besitz der freien Base kommt man auf folgen- 
dem Wege: aus 5¢ Kreatinolbromhydrat, gelést in 50 ccm 
absolutem Alkohol, wird die Base mit 9,1 ccm 2,78 n-Natrium- 
alkoholatlésung in Freiheit gesetzt, das ausgefaliene Natrium- 
bromid abfiltriert und der Filtratriickstand mehrfach zur Ent- 
fernung des noch anwesenden Alkalihalogenides mit Alkohol 
aufgenommen. 

Beim Kindampfen erhailt man dann die Base als farblosen, 
stark alkalisch reagierenden Sirup, der keine Neigung zur 
Krystallisation zeigt, sehr hygroskopisch ist und Luftkohlen- 
siure begierig anzieht. Als Sirup und in alkoholischer Lésung 
scheint die Base monatelang ohne wahrnehmbare Verinderung 
haltbar, wie aus der Riickverwandlung in das Pikrat hervorgeht. 

In Wasser und Alkohol ist sie leicht léslich. Von Ather 
und kaltem Essigester wird sie kaum aufgenommen. Beim 
Kochen mit dem letzteren Liésungsmitteln geht sie in ein 
weibes, flockiges Produkt iiber, das vielleicht ein Acetylderivat !) 
ist. Mit Benzaldehyd verrieben, gibt sie nach mehrtaégigem 
Stehen einen amorphen, ither- und wasserunléslichen, in Alkohol 
léslichen Kérper, der jedoch nicht niher untersucht wurde. 

Beim Einleiten von Kohlendioxyd in die alkoholische Lé- 
sung der Base scheidet sich nach lingerem Stehen das Car- 
bonat in glasklaren, wundervoll ausgebildeten Octaedern ab, 
die in Wasser sehr leicht, in absolutem Athyl- und Methyl- 
alkohol uiuBerst schwer léslich sind. Aus waBrigem Alkohol 
laBt sich das Carbonat umkrystallisieren, doch scheidet es sich 
aus dem Lisungsmittel sehr langsam ab. Beim Erhitzen er- 
folgt bei 171° sehr stiirmische Zersetzung, wobei eine Fliissig- 
keit abdestilliert, die mit waBriger Pikrinsiure keine Fiallung 
ergibt. 

3,737 mg Substanz (1mal umgel., bei 15° und 12mm getr.) gaben 
5,020 mg CO,, 2,750 mg H,O. 

2,750mg Substanz gaben 0,665ccm N, (16°, 738mm, 50°/,ige KOH). 

(C,H, ,ON,)g*H,CO, =C,H2,0;Neg (296,2) 
Ber. C 36,46°/, H 8,179, N 28,389, 
Gef. ,, 36,64 » 8,23 9 27,74. 





') Vgl. W. Traube, Chem. Ber. Bd. 43, 8. 3588 (1910). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol, Chemie, CLXXIV, 11 
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Uber das sonstige Verhalten des Kreatinols gegen Rea- 
genzien sind die folgenden Proben angestellt: 

Die wiBrige Lésung der Base gibt mit Ferrichlorid, Tan- 
nin und Nitroprussidnatrium keine Reaktion. Die Chlorhydrat- 
lésung gibt mit alkalischer Pikrinsiure (nach Jaffé) keine Rot- 
firbung; bei langerem Stehen tritt eine solche allerdings auf 
und erreicht etwa die Intensitat der gleichkonzentrierten Krea- 
tininlésung. Kupferhydroxyd wird nicht aufgelist. Ubergiebt 
man jedoch das Bromhydrat des Kreatinols in 1 mol. n-Natron- 
lauge, list sich frisch gefalltes und ausgewaschenes Kupfer- 
hydroxyd z.T. darin, wie das Auftreten einer Blaufairbung zeigt, 
Bei Zusatz eines weiteren 1/, Mol. Natronlauge geht '/, Mol. 
Cu(OH), fast ganz in Loésung. Bei lingerem Stehen verfarbt 
sich der stindig zunehmende Kupferniederschlag schmutzig 
grau und die Lésung wird farblos. Nesslers Reagenz gibt 
einen gelblichweiBen schwer léslichen Niederschlag. 

Weder die wiBrige, noch die alkoholische Kreatinolchlor- 
hydratlésung wird durch Zinkchlorid oder Zinnchloriir gefillt. 

Die schwach salzsaure Chlorhydratlésung gibt mit Phos- 
phorwolframsiure einen weifen, mit Phosphormolybdansiure 
einen ockergelben, sehr schwer liéslichen Niederschlag. Dragen- 
dorffs Reagenz scheidet hiibsche zinnoberrote, schief abge- 
schnittene dicke Prismen und Platten ab. 

Bleiacetatlésung, mit so viel Ammoniak versetzt, daB noch 
kein Niederschlag erfolgt, gibt mit der neutralen Kreatinol- 
acetatlésung einen hellgelben, mikrokrystallinen Niederschlag. 
Silbernitrat oder Silberacetat in salpetersaurer bzw. essigsaurer 
Lésung fallen nicht. Versetzt man aber eine der beiden Lé- 
sungen vorsichtig mit Atzbaryt, so erscheint das gelblichweiBe 
Silbersalz, das von Essigsiure bereits wieder gelést wird. 


Benzoylierung des Kreatinols. 


Antingliche Versuche, die Acylierung in Pyridin durch- 
zufithren, lieferten undefinierbare Ole. Die Benzoylierung nach 
Schotten-Baumann fihrte zum Ziele: 

Kine eisgekiihlte wiBrige Kreatinolbromhydratlésung wurde 
mit Benzoylchlorid im Molekularverh#ltnis 1:2,5 bis 1:5 ver- 
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setzt und unter weiterer Kihlung 2n-Natronlauge nach Mab- 
gabe des Verbrauchs hinzugegeben. Nach Verschwinden des 
Siurechlorids und bleibender alkalischer Reaktion wurde das 
kittartig, weiblichgelbe Reaktionsprodukt von der leicht ge- 
triibten Mutterlauge durch Dekantieren getrennt und ersteres 
mit Essigester aufgenommen. Von dem — schitzungsweise 
10—25°/, betragenden — unldslichen Riickstand wurde ab- 
filtriert und die Essigesterlésung iiber Natriumsulfat getrocknet 
und verdampft. 

Das verbleibende Ol ist auBer in Wasser in allen Lésungs- 
mitteln, selbst Petrolither, spielend léslich, wurde aber doch 
auf folgende Weise gréBtenteils krystallisiert erhalten: 

Die Acetonlésung, in einer Kis—Kochsalzmischung gekiihlt, 
schied beim langsamen Versetzen mit Wasser eine Krystall- 
masse ab, deren Menge bis zu 67°/, des angewandten Krea- 
tinols betrug. Diese Krystalle lassen sich nunmehr aus 80 °/, igem 
Alkohol reinigen und schmelzen dann bei 98—9$9,5°. 

Man erhialt iibrigens dasselbe Benzoat, wenn man statt 
der Natronlauge Natriumbicarbonat anwendet. Daneben ent- 
steht noch etwas Benzoesiureanhydrid vom Schmelzp. 42—43°. 

a) 2,967mg Substanz (3 mal umgel. exsiccatortrocken) gaben 7,630mg 


CO,, 1,540 mg H,0. 
b) 3,719 mg Substanz gaben 9,585 mg CO,, 1,885 mg H,0. 


a) 4,189 mg ‘ ™ 0,371 cem N, (26°, 761 mm, 50°/,ige 
KOH). 
b) 3,750 mg - a 0,332 cem N, (22°, 760 mm). 
C,,H,,0,N, *(429,2) Ber. C 69,96°/, H 5,40°/, N 9,80°/, 
a) Gef. ,, 70,13 » Opto » 1038 
D) + > 098 ~ Oe »» 10,24 


Um sicher zu gehen, dai dieses Tribenzoat das Haupt- 
produkt der Benzoylierung ist, wurde dieselbe Darstellung mit 
nur 2,5 Mol. Benzoylchlorid wiederholt. Der bei 98—99°/, 
schmelzende Kérper war wieder, also bevorzugt, entstanden. 


a) 3,873 mg Substanz gaben 8,615 mg CO,, 1,700 mg H,0. 


b) 4,119 mg ™ » 10,485 mg CO,, 1,995 mg H,O. 

a) 4,522 mg m » 0,400 cem N, (26°, 761 mm, 50°/,ige 
KOH). 

b) 4,709 mg ‘i ,, 0,412 cem N, (24°, 765 mm). 


si” 
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Ber. C 69,96°/, H 5,40°/, N 9,80°/, 
a) Gef. ,, 69,66 » 5,64 10,11 
 . » ee » 3,42 > 10,12. 


Das Ergebnis war also, abgesehen von der Ausbeute, das 
gleiche. Hin Dibenzoat oder Tetrabenzoat von den KEigen- 
schaften der Frommschen?) Verbindungen bekamen wir in 
keinem Falle. Dagegen entstand nebenher eine in Ather und 
Essigester unldsliche Substanz, die sich als halogenhaltig er- 
wies. Trotz mehrmaligen Umlésens aus Alkohol erhielten wir 
sie nicht ganz analysenrein. Das lag wohl daran, weil wir 
mit dem Bromhydrat des Kreatinols und Chlorid der 
Benzoesiiure gearbeitet hatten und sich die beiden Halogene 
zum Teil in der Verbindung vertraten. 

4,433 mg Substanz (mehrfach aus Alkohol umgel., exsiccatortrocken) 
gaben 9,530 mg CQ,, 2,165 mg H,0O. 

3,208 mg Substanz gaben 0,327 cem N, (20°, 753mm, 50°/,) ige 
KOH). 

3,899 mg ms ” 1,840 mg AgCl. 

Fiir ein Kreatinol-monobenzoat-chlorbenzoylat berechnet sich 

C,,H,,0,N,C1 (361,7) 

Ber. C 59,72°/, H 5,57°/, N 11,62°/, Cl 9,80°/, 

Gef. ,, 58,63 DAT , 1451 y 11,67. 

Der Schmelzpunkt ist unscharf von 177—180,5° In 
Ather, Essigester, Aceton, Benzol, Methylalkohol unléslich oder 
kaum léslich; aus Athylalkohol und Amylalkohol umkrystalli- 
sierbar. 

UnterliBt man die Kihlung wihrend der Benzoylierung, 
entsteht ein bei 80—81° schmelzender K6rper, der sich, in 
Alkohol gelést, durch Wasserzusatz umfillen liBt und die 
HKigenschaft hat, sich in evakuierten Exsiccator beim Stehen 
iiber Nacht in eine glasige amorphe zihe Masse zu verwan- 
deln (Verlust von Krystallalkohol?); diese zeigt nach Umfallen 
aus Alkohol und Umlésen aus Tetrachlorkohlenstoff nunmehr 
den Schmelzp. 88—90°. Leider lie8 sich aus den Analysen 
keine rationelle Formel errechnen. 


a) 2,827 mg Substanz (exsiccatortrocken) gaben 6,535 mg COQ,, 
1,525 mg H,O, 


*) Fromm, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 442, S. 130 (1925). 
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a) 8,606 mg Substanz gaben 0,414 cem N, (21°, 756 mm, 50°/,ige 
KOB). 
b) 3,150 mg Substanz gaben 7,280 mg CO,, 1,740 mg H,0. 


ec) 3,968 mg m » 0,451 cem N, (20°, 755 mm). 
a) Gef. C 63,04°/, H 6,04, N 13,26 °, 
b) 4, yy 63,08 y 6,18 , 18,15. 


Behandlung des Kreatinols mit p-Toluolsulfochlorid. 


Die waBrige Lésung von Kreatinol-bromhydrat wird mit 
2,5 Mol. p-Toluolsulfochlorid und wenig Ather mehrere Tage bei 
Zimmertemperatur geschiittelt. Wahrenddessen wird die Reaktion 
der Lésung durch hiufige Zugabe von 2n-Natronlauge schwach 
alkalisch gehalten. Nach Verschwinden des Sulfochlorids wird 
das krystallinische Umsetzungsprodukt (etwa 50°/, des an- 
gewandten Bromhydrates) durch Aufnehmen mit warmem Kssig- 
ester von einem geringen Riickstand getrennt. Dieser letztere 
krystallisiert aus Alkohol in feinen Nadelbiischeln. Sein Schmelz- 
punkt bleibt trotz mehrfachen Umlésens unscharf; Zusammen- 
backen bei 172°, Schmelzen von 176—177,5°, dementsprechend 
lieferte dieses halogenhaltige Derivat auch keine stimmenden 
Analysen. 

Die oben genannte Essigesterlésung schied beim Erkalten 
kleine Prismen und Rhomboeder ab, die, aus Alkohol um- 
gelést, bei 174,5—175° (korr.) schmolzen. Die Analyse stimmt 
auf ein Ditoluolsulfo-anhydro-kreatinol. 

a) 3,041mg Substanz (2mal umgel., bei 55° u. 12 mm 2 Stdn. getr.) 


gaben 5,885 mg CO,, 1,475 mg H,0. 
b) 3,402 mg Substanz (andere) gaben 6,605 mg CO,, 1,630 mg H,0. 


a) 4,801 mg ‘ gaben 0,429 eem N, (24°, 766mm, 50°/,ige 
KOH). 

b) 5,852 mg Substanz (andere) gaben 0,479 cem N, (24°, 764 mm). 

ce) 4,460 mg - gaben 0,405 eem N, (25°, 763 mm). 


A) Kreatinol-ditoluolsulfonat C,,H,,0;N,8, (425,3). 
B) Anhydrokreatinol-ditoluolsulfonat .C,3H.,0,N,S, (407,3). 


A) Ber. C 50,79, H 5,45°/, N 9,88°, 
B) 4, 5) 53,08 1 3,20 , 10,82 
a) Gef. ., 52,78 » 5,43 » 10,35 
b) , 5, 52,95 y 5,36 , 10,34 


¢) — —~ ,», 10,44. 


+9 
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Verhalten des Kreatinols gegen Alkalien. 


Als 1 Mol. Kreatinolbromhydrat mit 2 Mol. 2n-Natronlauge 
bei Zimmertemperatur aufbewahrt wurde, zeigte ein nach 1 bis 
2 Tagen auftretender, stets an Intensitat zunehmender Am- 
moniakgeruch eine Zersetzung an. Nach etwa 14tigigem Stehen 
war die Zersetzung beendet, denn die Pikratfillung des Krea- 
tinols blieb ginzlich aus. Das gebildete Ammoniak wurde 
dann ohne aiu8ere Temperaturerhéhung im Vakuum abgetrieben, 
in einer salzsiurehaltigen Vorlage aufgefangen und als Ammon- 
chloridchloroplatinat identifiziert. Der noch immer aminartig 
riechende Riickstand gab beim Verriihren mit Ather an diesen 
einen basischen Bestandteil ab, der, als Pikrat gefallt, sich als 
Methylaminoithanol erwies (Pikrat = Schmelzp. 148—149°; 
Mischschmelzpunkt keine Depression). 


Der vom Verreiben mit Ather gebliebene Riickstand wurde 
nunmehr mit Salzsiiure genau neutralisiert, mit Alkohol von 
den anorganischen Salzen befreit, und der Riickstand der Alkohol- 
lésung mit verdiinnter Salpetersiure versetzt. Es schied sich 
Harnstofinitrat vom Schmelzp.155—156° ab, das mit ander- 
weitig hergestelltem Harnstofinitrat gemischt ohne Depression 
schmolz. 


Endlich blieb noch ein Sirup, der keinerlei Neigung zur 
Krystallisation besaB, sich in Alkohol und Wasser, nicht aber 
in Ather léste, und sich weder mit Salzsiure, Salpetersiure, 
Oxalsiiure, noch mit Pikrinsiure, Quecksilberchlorid oder Cad- 
miumsalzen fallen lief. 


Um einen Einblick in den Mechanismus dieser Hydro- 
lyse zu gewinnen, wurde obiger Versuch quantitativ durch- 
gefiihrt. Die Zersetzung des Kreatinolbromhydrates durch 2 n- 
Natronlauge erfolgte in einem festverschlossenen Claisenkolben 
bei Zimmertemperatur. Das gebildete Ammoniak wurde im 
Vakuum abgetrieben und in zwei mit n/10-Salzsiure beschickten 
eisgekiihlten Waschflaschen aufgefangen. Die unverbrauchte 
Salzsiiure wurde zuriicktitriert. Der Destillationsriickstand 
wurde gleichfalls mit n/10-Schwefelsiure und Methylrot als 
Indicator titriert. 
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I. 519,8 mg Substanz und 2,70ccm 2n-Natronlauge; 18 Tage 
aufbewahrt. Vorlagen 60 ccm n/10-Salzsiure (Titer 0,0987). 
Verbrauchte Vorlagesiure 11,41 com =0,4346 Mol. NH, auf 
1 Mol. Kreatinol. 

Der Riickstand wurde bei diesem Versuch nicht titriert. 


Il. 499,5 mg Substanz; 2,70 ccm 2n-Natronlauge; 18 Tage. 
Verbrauchte Vorlagesiure 12,59 com = 0,4991 Mol. NH, 
auf 1 Mol. Kreatinol. 

Riickstand verbraucht 41,2 ccm n/10-Saure = 28,8 com 
fiir die iiberschiissige Natronlauge und 12,4ccm fir ent- 
standene Base = 0,4921 Mol. Base auf 1 Mol. Kreatinol. 


III. 505,0 mg Substanz; 2,70 ccm 2n-Natronlauge (Titer 1,911); 
6 Wochen. Verbrauchte Vorlagesiure 12,9 com =0,5058 Mol. 
NH, auf 1 Mol. Kreatinol. Riickstand verbraucht 42 ccm 
n/10-Siure = 26,1 ccm fiir titberschiissige Natronlauge und 
15,9 fiir entstandene Base = 0,63 Mol. Base auf 1 Mol. 
Kreatinol (der Umschlag vom Methylrot war bei dieser 
Titration sehr schlecht). 

Beim Zerfall des Kreatinols durch n-Alkali wurde also 
festgestellt: 

1. 0,4346; 0,4921; 0,5058 Mol NH,, auf 1 Mol. Kreatinol 
berechnet. 

2. 0,4921; 0,639 Mol. Methylaminodthanol auf 1 Mol. 
Kreatinol berechnet. (Die Werte liegen durchaus im Bereich 
der Fehlergrenzen, wie ein Blindversuch zeigte.) 

3. qualitativ Harnstoff; 

4, ein Sirup, der sich wie der méglicherweise entstandene 
Methyloxiithylharnstoff verhielt. 

Beim Zusammenschmelzen von Kreatinol mit Atzkali 
destilliert neben Ammoniak Methylaminoithanol. Letzteres 
wurde als Pikrat identifiziert. 


Verhalten des Kreatinols gegen Halogenwasserstoffsaure. 


Das Kreatinol ist gegen Chlorwasserstoff- und Brom- 
wasserstoffsiiure auffallend bestiindig. Eine monatelange Ein- 
wirkung von doppelt normaler Salzsa’ure, Erhitzen nach 
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Dorner’) mit verdiinnter Saure, d. h. Bedingungen, unter 
denen Kreatin quantitativ in Kreatinin iibergeht, weiter auch 
15stiindiges Stehen oder 4stiindiges Kochen mit konzentrierter 
Saure veriindern das Kreatinol iiberhaupt nicht. Stets konnte 
in bester Ausbeute das reine Pikrat isoliert werden. 

Erst das Erhitzen mit konzentrierten Siéiuren im Hin- 
schluBrohr auf 160—200° wihrend 8—20 Stunden bewirkt 
eine Verinderung. Bei einem Versuche z. B. wurden 2 g 
Kreatinolchlorhydrat mit 20 ccm 37°/,iger Salzsiure 16 Stunden 
auf 160° erhitzt und danach das Rohr in Ather—Kohlensiiure- 
schnee gekiihlt. Nach dem Offnen und langsamen Auftauen 
des Inhalts entwich Kohlensiuregas, das als Bariumcarbonat 
identifiziert wurde. Beim Eindampfen der Rohrfiillung und 
Aufnehmen des Riickstandes mit etwa 15—20 ccm heifem 
Alkohol blieben 0,6 g (theoretisch fiir 1 Mol. NH, 0,69) Am- 
monchlorid zuriick. Die alkoholische Lésung schied beim Ab- 
kiihlen 0,35 g glimmerartig glitzernde, sehr hygroskopische 
Blittchen ab. Nach einmaligem Umlisen aus absolutem Al- 
kohol und mehrstiindigem Trocknen iiber P,O, bei 100° und 
12 mm schmelzen diese Krystalle nach kurzem Sintern (128°) 
bei 131°. Ihre Analyse stimmt auf das Dichlorhydrat des 
Methylithylendiamins. 


3,869 mg Substanz gaben 3,505 mg CO,, 2,970 mg H,0. 


a) 2,180 mg_,, », 9,376 cem N, (23°, 755 mm, 50°/,ige KOH). 
b) 1,080 mg Substanz gaben 0,190 ecm N, (24°, 755 mm). 
4,519 mg a 5»  8,870mg AgCl. 
C,H,.N,Cl, (147,0), 
Ber. C 24,49°/, H 8,23°/, N 19,06°), Cl 48,249), 
Gef. ., 24,71 » 2,50 a) 5, 19,76 5» 48,56 
b) ,, 20,09 


O,N,.N,Cl, + H,O (165,0) 
Ber. C 21,82°/, H 8,55°/, N 16,98°/, Cl 42,98°/, 
Der Schmelzpunkt ist der gleiche, den Johnson und 
Bailey?) fir diese Verbindung fanden (130—132°); nur unter- 
scheidet sich unsere Totalanalyse von der dort angebenen 
Stickstoffbestimmung, indem sie zeigt, daB die wasserfreie 


1) Jl. Am. Chem. Soe. Bd. 38, S. 2142 (1916). 
*) Diese Zs. Bd. 52, S. 229 (1907). 
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Substanz vorliegt und nicht, wie die genannten Autoren glaubten, 
ein Monohydrat. 

Um ganz sicher zu gehen, fiihrten wir eine Krystall- 
wasserbestimmung aus, die negativ ausfiel: 99,2 mg (1 mal 
umgelést, 2 Stunden im Exsiccator tiber P,O, bei 12 mm ge- 
trocknete) Substanz (Schmelzpunkt sehr unscharf um 122°) 
wurden tiber P,O, bei 12mm je 2 Stunden mit den Bad- 
fliissigkeiten Aceton, Alkohol, Wasser, Toluol erhitzt. Danach 
betrug das Gewicht 98,6 mg Substanz (Schmelzp. 131°. 

C,H,,N,Cl, + H,O (165,0) Ber. H,O 10,91°/, 
Gef. ,, 0,60 

Die Differenz in den Analysen diirfte in der auBerordent- 
lich starken Hygroskopizitiit des Dichlorhydrates seinen Grund 
haben. Denn nicht nur Aussehen und LEigenschaften der 
Chlorhydrate sind vollkommen gleich, sondern auch das Pikrat 
(vgl. unten) diirfte identisch mit dem von Johnson und 
Bailey sein. 

Das alkoholische Filtrat vom Methylithylendiamin-dichlor- 
hydrat lift nach Fortbringen des Alkohols und Aufnehmen 
mit Wasser beim Zusatz von Natriumpikrat 1,3 g eines Pi- 
krates fallen, das aus zwei Substanzen besteht. Durch mehr- 
maliges Fraktionieren aus Wasser erhilt man 0,7 g der 
schwerer léslichen Komponente mit dem Schmelzp. 194—195° 
(korr.), in Form von Nadelbiischeln. Es ist das Monopikrat 


des Anhydrokreatinols bzw. des u-Iminotetrahydroglyoxalins. 
a) 3,824 mg Substanz (2 mal umgelést, bei 15° und 12 mm getrocknet) 
gaben 0,845 cem N, (26°, 761 mm, 50°/,ige KOH). 
b) 2,941 mg Substanz gaben 0,650 cem N, (26°, 757 mm). 


3,436 mg ‘ » 4,640 mg CO,, 1,105 mg H,O. 
C1H,,0;N, (328,1) Ber. C 36,57,  H 3,69%, N 25,61, 
Gef. ,, 36,83 , 3,60 a) ,, 25,26 
b) ,, 25,13 


Der zweite, etwas leichter lésliche Pikratanteil erscheint 
in diinnen, hellschwefelgelben Prismen, die in reinem Zu- 
stande bei 225° unter Zersetzung schmelzen und identisch 
mit dem Methylithylendiamindipikrat von Johnson und 
Bailey?) sind. 


1) a. a. O. 
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3,668 mg Substanz (4 mal frakt. kryst., exsiccatortr.) gaben 4,590 mg 
CO,, 1,070 mg H,0. 
3,230 mg Substanz gaben 0,587 cem N, (25°, 761 mm, 50°/,ige KOH). 


C,;H,,0,,N, (532,2) Ber. C 33,82°/, H 3,03%, N 21,06°), 
Gef. ,, 34,18 9 3,26 5, 20,84 

Durch Ansiuern mit Salzsiure und Ausithern der Pikrin- 
siure erhilt man aus der Mutterlauge der beiden obigen Roh- 
pikrate eine Liésung, die neutralisiert, eingedampft und mit 
Alkohol aufgenommen wird. Nach Vertreiben des Lisungs- 
mittels verbleibt eine Krystallmasse, die in wiBriger Liésung 
mit Natriumpikrolonat 0,4 g eines Pikrolonates gibt. Aus 
Wasser umgelést, erhalt man das*Salz in kleinen veristelten 
Krystallbiischeln, die sich scharf bei 226° zersetzen. Die Ana- 
lyse deutet auf das Pikrolonat einer Substanz von der Formel 
C,H,O,N, deren Konstitution unklar ist. 

a) 5,395 mg Substanz (1 mal umkryst. exsiecatortr.) gaben 8,710 mg 
CO,, 2,290 mg H,0. 

b) 4,532 mg Substanz gaben 7,335 mg CO,, 1,905 mg H,0. 


a) 4,112 mg " » 0,704 cem N, (31°, 766mm, 50° ige 
KOH). 
b) 4,160 mg " » 0,715 eem N, (30°, 763 mm). 
C,3H,,0,N; (355,1) Ber. C 43,929, H 4,839, N 19,72%, 
a) Gef. ,, 44,03 9» 4,05 »» 19,37 
b) Gef. ,, 44,14 » 420 19,48 


Durch Zerlegung mit verdiinnter Salzsiure, Entfernen der 
Pikrolonsiure mit Ather, erhilt man das Chlorhydrat obiger 
Base als zerflieBliche Nadeln. Mit Natriumpikrat geben sie 
ein schon in kaltem Wasser recht leicht lésliches Pikrat, das 
aus Chloroform oder Trichlorithan umzulésen ist. In Alkohol 
und Kssigester ist es sehr gut léslich. Nach einmaligem Um- 
lésen aus Chloroform schmilzt es unzersetzt bei 101—102°. 

4,220 mg Substanz (1 mal umkryst., getr. bei 55°, 12 mm, 1 Stunde) 


gaben 5,290 mg CO,, 1,335 mg H,0. 
3,388 mg Substanz gaben 0,514 cem N, (26°, 765 mm, 50°/,ige KOH). 


C,H,,0.N, (= C,H,O,N + CsH,0,N,) (820,1). 
Ber. C 33,749, H 3,78°/, N 17,50%, 
Gef. ,, 34,19 y 8,54 17,48 
Aus bisher nicht aufgeklarten Griinden blieb der oben 


geschilderte Abbau des Kreatinols hiufig bei der Kreatinol- 
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anhydridstufe stehen. Kine ausgedehnte Versuchsserie, in der 
auBer der Temperatur auch die Konzentration der Salzsiure 
yariiert wurde und in der statt letzterer Saéure auch Brom- 
wasserstoff bzw. auch Chlorhydrat und Bromhydrat des Kre- 
atinols zur Anwendung gelangten, war nicht imstande, iiber 
die genauen Bedingungen AufschluB zu geben, unter denen 
man mit Sicherheit die oben genannten Abbaustufen reprodu- 
zieren kann. Moéglicherweise ist ein nicht beachteter Kataly- 
gator schuld an dem MiBlingen dieser Versuche. 

Da Bromwasserstoff eine noch weitgehendere Zersetzung 
des Kreatinols bewirkt als Salzsiure, sei hier noch ein Ver- 
such mit dieser Siure ausgefiihrt: 

1 g Kreatinolbromhydrat wurde mit 10 ccm 48°/ igem 
Bromwasserstoff (spez. Gew. 1,49) 6 Stunden auf 200° erhitzt. 
Nach dieser Zeit befanden sich schimmernde Krystallblattchen 
in der Reaktionsfliissigkeit, die durch Filtrieren von der 
Mutterlauge getrennt wurden (0,4 g). Aus wiBrigem Alkohol 
scheiden sie sich in quadratischen und rechteckigen hauch- 
diinnen Plittchen ab, die prachtvolle Interferenzfarben zeigen. 
Bis 300° schmilzt die Substanz nicht. Die Analyse und 
Eigenschaften stimmen gut auf das Dibromhydrat des Athylen- 
diamins. 

4,252 mg Substanz (2 mal umgel., exsiccatortr.) gaben 1,775 mg CO,, 
1,740 mg H,0O. 

4,468 mg Substanz gaben 0,478 ecm N, (23°, 758 mm, 50°/,ige KOH). 

C,H,,N,Br, (221,9) Ber. C 10,82°/, H 4,549,  N 12,68°/, 

Gef. ,, 11,38 » 4,58 ,» 12,30 

Das Bromwasserstoffsiiurefiltrat der Reaktionsfliissigkeit 
wurde zur Trockne gebracht, sein Riickstand mit Wasser auf- 
genommen und mit Natriumpikrat gefallt. Die 1,6 g Pikrat 
bestanden zum gréBeren Teil aus Methylathylendiamindipikrat 
und zu einem kleineren, leichter léslichen Anteil aus rhom- 
boedrischen Bliattchen, die bei 227—228° schmelzen, nachdem 
schon bei 210° schwaches Sintern einsetzt. Es ist das Pikrat 
des Athylendiamins.’) 





1) Gabriel u. Weiser, Chem. Ber. Bd. 21,8. 2670 (1888); Schmelz- 
punkt etwa 233—235°, Zersetzung. 
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4,810 mg Substanz (2 mal frakt. kryst., 1 Stunde bei 12 mm und 
55° getr.) gaben 5,760 mg CO,, 1,35 mg H,0. 
3,167 mg Substanz gaben 0,597 ccm N, (29°, 756 mm, 50°/,ige KOH). 
C14H,,0,,Ng (= C,H,Ne + 2C3H;0,N,) (518,2). 
Ber. C 32,42°/, HH 2,72°/,  N 21,68°/, 
Gef. ,, 32,66 y 2,64 y 21,88 
Die folgende Tabelle bietet eine summarische Ubersicht 
iiber die Gesamtheit der angestellten Abbauversuche; es be- 
deuten : 
Kr. Br. = Kreatinolbrombydrat, 
Kr. Chl.= Kreatinolchlorhydrat, 


Sp. M. = Spur Mercaptan. 
Die Ausbeuten sind angegeben in Proz. d. Th. 
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N, N-Athyl-guanido-athanol, 
NH, -C:(NH)-N-(C,H,)-(CH, -CH,OH). 

0,9 ¢ Athylamino-ithanolbase werden durch gasférmige 
Salzsiiure aus der aitherischen Liésung als Chlorhydrat gefillt 
und mit 4 ccm Alkohol unter Zusatz von 0,5 g Cyanamid 
hergestellt aus Calciumcyanamid, 8 Stunden im EinschluBrohr 
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auf 100° erhitzt. Der Rohrriickstand wird nach Verdampfen 
des Alkohols mit Wasser aufgenommen und diese Lésung mit 
Natriumpikrat versetzt. In langen diinnen Prismen krystalli- 
siert das Athylguanidoithanolpikrat dann in einer Menge von 
etwa 1,5 g (= 41°/, d. Th.) aus. Aus 8 ccm Wasser umgelist, 
schmilzt es bei 158° zu einer rotgelben Fliissigkeit. 


4,139 mg Substanz (1 mal umgel. bei 15° und 12 mm 24 Stunden 
getr.) gaben 5,580 mg CO,, 1,680 mg H,0. 
3,688 mg Substanz gaben 0,753 ecm N, (18°, 752mm, 50°/,ige KOH). 
C;H,,0N, + C,H,O,N, = C,,H,,O,N, (360,2). 
Ber. C 36,65°/, H 4,48, N 23,33°/, 
Gef. ,, 36,77 1» 4,54 y 28,70 
In heiBem Wasser und heiBem Alkohol ist das Pikrat 
leicht léslich und krystallisiert daraus in diinnen Prismen. In 
Aceton spielend, Chloroform sehr schwer, Ather iiuBerst wenig, 
aber nicht unléslich, in warmem Kssigester gut léslich. Mit 
1,1 Mol. n-Salzsiure zerlegt, hinterbleibt nach Entfernen der 
Pikrinsiure durch Benzol das Chlorhydrat als langsam zu 
Prismen erstarrender Sirup. 


N, N-Isoamyl-guanido-athanol, 
NH,-C:(NH)-N-(C,H,,)-(CH,-CH,-OH). 


5,2 ¢ Isoamylaminoithanol werden mit Salzsiiure gegen 
Lackmus neutralisiert und eingedampft. Der restierende Kry- 
stallbrei wird mit 20 ccm Alkohol und 2,1 g Cyanamid acht 
Stunden auf 100° erwirmt. Das kaum gefirbte Reaktionsgut 
wird nach Vertreiben des Alkohols in wiaBriger Lésung mit 
Pikrinsiure gefallt. Der anfangs élige Niederschlag krystalli- 
siert beim Reiben. Die Rohausbeute betrigt etwa 12 g. 
Durch Umlésen aus Alkohol und Zusatz von Wasser (3 g 
Pikrat in 8—10 ccm heiBem Alkohol und langsame Zugabe 
von etwa 3 ccm Wasser) erhilt man das Pikrat in prismati- 
schen Krystallen vom Schmelzp. 117—118°. 


a) 4,482 mg Substanz (2 mal umgel. 12 Stunden bei 18° und 12mm 
getr.) gaben 6,795 mg CO,, 2,320 mg H,0. 

3,554 mg Substanz gaben 0,645 ccm N, (22°, 762 mm, 50°/,ige KOH). 

b) 3,401 mg_,, » 5,205 mg CO,, 1,715 mg H,0. 
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C.H,,ON, + C,H;,0,N, = C,H .O,N, (402,2). 
Ber. C 41,779), H 5,51°/, N 20,90°, 
a) Gef. ,, 41,35 » 3,19 »» 21,05 
b) Gef. ,, 41,74 5,64 —— 

1,3 g Pikrat werden mit 5 ccm n-HCl einige Zeit in der 
Kulte digeriert und die in Freiheit gesetzte Pikrinséure mit 
insgesamt 120 ccm Benzol aufgenommen. Die Liésung des 
Chlorhydrates hinterla8t beim EKindunsten das Salz in schénen, 
langen breiten Prismen. 


Anilin- und S-Athyl-isothioharnstoff-bromhy drat. 


Die Reaktion zwischen Anilin und dem genannten Iso- 
thioharnstoffderivat ist bei Zimmertemperatur so trige, dab 
der Umsatz nur sehr langsam fortschreitet. Erst bei 50° wird 
er lebhafter, wie die Mercaptanentwicklung zeigt. Aber selbst 
bei 100° benétigt man laingere Zeit, um die Hauptmenge der 
Isothioharnstoffverbindung umzusetzen. 

Die zweckmiBigste Versuchsanordnung war die folgende: 

In einem Kélbchen mit Korkstopfen und durch diesen 
gefiihrte Glascapillare — um dem Mercaptan Gelegenheit zum 
Kntweichen zu geben — wurden variante Mengen Anilin und 
Isothioharnstoff-S-athylatherbromhydrat in siedendem Wasser- 
bade bzw. im Olbade unter Zusatz eines Lisungsmittels oder 
ohne ein solches verschieden lang erhitzt. Der briiunlich bis 
violette Kolbeninhalt wurde nach der Beendigung des Erhitzens 
entweder der Wasserdampfdestillation unterworfen oder mit 
Ather zur Entfernung von Anilin und Lésungsmittel behandelt. 
Aus dem verbleibenden Riickstand wurde entweder durch ver- 
diinnte Natronlauge oder Ammoniak das gebildete disub- 
stituierte Produkt abgeschieden und die Mutterlauge zur Ge- 
winnung des Monophenylguanidins mit Natriumpikrat versetzt. 
Statt dessen kann man durch starke Lauge, in der beide 
Produkte schwer léslich sind, die Basen abscheiden und diese 
dann weiter verarbeiten, wihrend nebenher gebildetes Guanidin 
als Pikrat aus der Mutterlauge gewonnen wird. Dieser Weg 
wurde zur Feststellung des Guanidins vor allem deshalb ein- 
geschlagen, um dem Einwand zu begegnen, daB diese Ver- 
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bindung erst aus dem nachtriglich zugesetzten Ammoniak 
und eventuell unveraindert gebliebenem Isothioharnstoff ent- 


standen 8ei. 
Die folgende Tabelle gibt AufschluB iiber die Einzel- 


versuche. 

In den ersten beiden Spalten sind die verwandten Mengen 
von Anilin und S-Athylisothioharnstoffbrombhydrat zusammen- 
gestellt, deren molekulares Verhialtnis in Spalte 3 aufgefihrt 
ist. Lésungsmittel, Temperatur und Erhitzungszeit finden sich 
in Spalte 4—6, die Ausbeuten in Gramm bilden die Spalten 7 
und 8, die Prozente der Theorie die beiden folgenden. Die 
letzte Spalte enthilt den Quotienten aus Mono- und Disub- 
stitutionsprodukt. 

Sowohl die absoluten Ausbeuten wie der Quotient Mono- 
und Diprodukt haben in den Versuchen mit groBem Aniliniber- 
schuB (Nr. 1—3, 12) héhere Werte. Von den absoluten Mengen 
war das von vornherein wahrscheinlich. Daf der Quotient so 
hohe Werte zeigt, d. h. da’ relativ mehr Mono- als Diprodukt 
entstanden ist, ist als Beweis dafiir zu betrachten, daB der 
AniliniiberschuB keine Umaminierung bewirkt. Wie spiater 
noch gezeigt wird, tritt eine solche erst beim Versuch 10, d. h. 
beim Erhitzen des Ansatzes auf 150° in Erscheinung. Die mehr- 
gebildete Menge des Diphenylguanidins ist jedoch nicht grob. 

Im Versuch 6 wurden 0,3—0,4 g Ammonbromid isoliert 
(durch Aufnehmen des Ansatzes mit einer Alkohol—Ather- 
mischung) und durch Sublimation, Zersetzen mit Laugen und 
Silbernitratfallung identifiziert. Da das Ammonbromid aus 
dem Ansatz direkt auskrystallisiert, wurde es hiufig be- 
obachtet. 

Im Versuch 11 wurde auf die geschilderte Weise (Ammoniak- 
Pikratfaliung) das Guanidin und zwar als Pikrat in einer Menge 
von 0,8 g isoliert und durch Zersetzungspunkt und Erhitzen in 
Mischung identifiziert. | 

Im Versuch 12 (wie 11 aufgearbeitet, groBer Anilin- 
iiberschuB) wurde nur 0,1 g Guanidinpikrat gefunden, d. h. die 
Umsetzung Ammonsalz—Cyanamid wird zugunsten der Mono- 
phenylguanidinausbeute verschoben. 
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Versuchsnummer 


12 














Absolute Mengen 
Anilin Isoth. 
1 2 
18,6 7,4 
37,2 14,8 
37,2 14,8 
27 14,8 
9,6 14,8 
9,6 14,8 
2,4 8,7 
9,6 14,8 
9,6 14,8 
18,6 7,4 
4,65 5,5 
9,4 3,8 





Mol- 
verhiltnis 


ur 
— 


') Pyr = Pyridin. 





Loésungs- 
mittel 


(eem) 


4 


HO wenige 
Tropfen 


1 
I 





Tempe- 
peratur 





Er- 
hitzungs- 
zeit 
Stunden 

: 


11 


*) 0,8 g Guanidinpikrat. 


Ausbeuten (g) 


Monoph. 
Pikrat 
rein 


. 





Diph. 


°/, der Theorie ber. 
auf Isothioharnst. 














Mono- Di- 

Base phenyl- | phenyl- 
rein guanidin | guanidin 

8 9 | 10 
2 58 24,5 
2,7 42 16 
3,5 45 21 
3,3 36,5 20,8 
2,7 35 16,1 
3,9 43,5 23,2 
0,6 27,1 14,3 
3,1 44,4 18,5 
3,1 40 18,5 
2 44,4 24,5 
0,9 69,5 14,5 
0,7 76 16,2 





*) 0,1 g Guanidinpikrat. 








Ver- 
hiltnis 
von 
Monoph. 
und 
Diph. 

11 
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Unverinderter S-Athylisothioharnstoff wurde mit Sicherheit 
in keinem Falle erfaBt. Méglicherweise enthielten ihn die Roh- 
pikrate des Monophenylguanidins in Versuch 5—9, d. h. beim 
Arbeiten mit nur 1,3 Mol. Anilin, in kleiner Menge als Ver- 
unreinigung beigemengt. Damit stimmt iiberein, daB bei 
Ammoniakzusatz zu den ausgeitherten Ansitzen schwacher 
Mercaptangeruch auftrat. 

Die Hauptprodukte der Reaktion Mono- und symmetrisches 
Diphenylguanidin wurden durch die im folgenden beschriebenen 
Derivate charakterisiert. 

Das Monophenylguanidin [C,H,NH-C:(NH)-NH,] ist 
in 20°/,iger Natronlauge schwer ldslich und scheidet sich aus 
der konzentrierten wiSrigen Lésung bei Zusatz von 40°/,iger 
Natronlauge in glitzernden Plattchen ab, die sich aus wenig 
Wasser umldésen lassen. Der Schmelzpunkt der !/, Mol. Wasser 
enthaltenden Substanz legt bei 73/749.) 

Die Verbindung ist identisch mit der aus Anilinchlor- 
hydrat und Cyanamid durch 6stiindiges Erhitzen in konzen- 
trierter alkoholischer Lisung gebildeten und durch Alkali ab- 
geschiedenen Substanz (Mischschmelzpunkt). 

3,484 mg Substanz (2mal aus Wasser umgelést, bei 18° und 12 mm 
iiber P,O; getr.) gaben 7,435 mg CO,, 2,245 mg H,O. 

3,790 mg Substanz gaben 0,948 ccm N, (17°, 754 mm, 40°/,iger KOH). 

C,H,N, +'/,aq (144,09) Ber. C 58,39), H 7,0°/, N 29,1, 

Gef. ,, 58,2 1 12 , 29,2. 


Durch Neutralisation der Basenlésung oder Zerlegen des 
Pikrates mit Salzsiure, Eindampfen und Aufnehmen mit 
Alkohol erhilt man das Chlorhydrat des Monophenyl- 
guanidins als Krystallmasse, die durch Lésen in Wasser und 
teilweises Abdampfen desselben rein zu erhalten ist. Wasser, 
Aceton und Alkohol lésen leicht, kaum Ather und Chloroform. 
Mit ersterem und Schwefelkohlenstoff verschmieren die Kry- 
stalle, die sich bei lingerem Aufbewahren unter Dunkelfirbung 
zersetzen. Schmelzp. 76° Goldchlorid faillt das orangegelbe, 
in scheibenartigen Platten krystallisierende Chloraurat vom 
Zersetzungsp. 158° (korr. 161°). 





') Kimpf, Chem. Ber. Bd. 37, S. 1682 (1904); dort ist ein Schmelz- 
punkt zwischen 50 und 60° genannt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CLXXIV. 12 
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5,050 mg Substanz (2mal aus verd. HCl umgelést, bei 55° und 
12 mm iiber P,O; getr.) gaben 3,260 mg CQ,, 1,120 mg H,0. 

5,412 mg Substanz gaben 2,248 mg Au. 

3,520 mg ™ 5» 0,277 cem N, (22°, 750 mm, 40°/,ig. KOH). 

C,H, ,N,AuCl, (475,14) 
Ber. © 17,6,  H 212%, N88, Au 41,5% 
Gef. ,, 17,6 » 2,49 8,9 41,54. 

Das Pikrat des Monophenylguanidins ist sehr schwer 
wasserlislich (1 g in etwa 250 ccm) Aus der verdiinnten, 
schnell abgekiihlten Lésung erscheint es in langen hellgelben 
Nadeln. Schmelzp. ohne Zers. 223° (korr. 228°). Aus der 
konzentrierten, langsam gekihlten Lésung scheiden sich sait- 
gelbe groBe Platten (dunkler als die Nadeln) vom gleichen 
Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt ab. Bei maBig schnellem 
Abkiihlen werden Mischungen beider Krystallformen erhalten; 
beim Wiedererhitzen gehen die Nadeln vor den Platten in 
Lésung. Gleichkonzentrierte Lésungen zeigen gleichen Farbton 
und -intensitat. Durch Animpfen mit der einen oder anderen 
Form laBt sich ein Auskrystallisieren nur eines der beiden 
Krystallarten nicht erreichen. 

4,991 mg Substanz (2mal aus Wasser umgel. bei 55°, 12 mm, P,O, 
getr., nadelférmig) gaben 7,880 mg CO,, 1,515 mg H,0O. 

3,409 mg nadelférmige Substanz gaben 0,674 cem N, (24°, 767 mm, 
40°/,iger KOH). 

3,420mg plattenformige Substanz gaben 5,350 mg CO,, 0,985 mg H,0. 

3,318 mg - i » 0,652 ccm N, (21°, 769 mm, 
40°, ig. KOH). 


C,,H,,.0,N, (364,14) 


Ber. C 42,849, H 33%,  N 23,08%, 
Gef. (Nadeln) —_,, 43,06 » ae » 22,9 
» (Platten) ,, 42,7 59 352 —  * % 


Das Bisphenylguanidin (sym. Diphenylguanidin) 
(C,H, -NH—C:(NH)-NHC,H,] bildet aus Wasser (1,5 g in etwa 
1000 ccm) krystallisiert eisblumenartige, farblose, gerippte Kry- 
stalle vom Schmelzp. 148,5° (korr. 151,5°), die aus verdiinntem 
Alkohol umzulésen sind. 


0,0962 g Substanz (2mal aus Wasser umgel. bei 55°, 12 mm iiber 
P,O, getr.) gaben 16,6 cem Ny, (22°, 757 mm, 50°/,iger KOH). 
CigH gN, (211,12) Ber. N 19,9°/, Gef. N 19,9°/,. 





= a 
Se eae 


Synthese des Kreatinols. (N-Methyl-N-(9-oxithyl)-guanidin). 169 


Ather, Alkohol, Chloroform, Benzol, Essigiither, Tetra- 
chloritban leicht, Wasser schwer léslich. Aus der Lésung der 
Salze wird es, im Gegensatz zum Monophenylguanidin, bereits 
durch Ammoniak abgeschieden. 

Die Base ist identisch mit der nach Weith und Schréder?) 
aus Thiocarbanilid mit Ammoniak in Gegenwart von Bleioxyd 
erhaltenen. Ebenfalls identisch ist sie mit dem aus N,N’- 
Diphenyl-S-athyl-isothioharnstoft (Schmelzp. des Bromhydrates 
173—174°) durch Umsetzen mit Ammoniak in Gegenwart von 
(Juecksilberchlorid gewonnenen Produktes. 

Das Chlorhydrat ist durch Neutralisation der Base mit 
Chlorwasserstoff zu bekommen. In Alkohol (7 ccm) gelést 
(5 g Substanz) erscheint es bei Atherzusatz (20 ccm) nach 
einigen Stunden in groBen gliinzenden Krystallen, die leicht 
verwittern und deren Liésungsmittelbestimmung deshalb keine 
sicheren Werte ergab. Die steigend von 55—100° im Vakuum 
iiber P,O, konstant getrocknete Substanz schmilzt bei 134 —135° 
(korr. 137,5°). 

4,930 mg Substanz gaben 2,910 mg AgCl. 

5,215 mg . » 3,085 mg AgCl. 

C,3H,,N,Cl (247,59) Ber. Cl 14,82 Gef. Cl 14,6, 14,65. 

In kaltem Wasser ist das Chlorhydrat iiber 20°/,, in 
Alkohol spielend léslich; dagegen im Ather kaum. 


Monophenylguanidin und Anilin bei 100 und 150%. 


Bei 100° wurden 6,8 g Monophenylguanidinchlorhydrat 
mit 18,6 g (5 Mol.) Anilin 25 Stunden digeriert. Durch Wasser- 
dampfdestillation (Dauer etwa 1 Stunde) wurde das Anilin ab- 
getrieben, der wiiBrige Kolbenriickstand nach dem Einengen 
und Erkalten von geringen, harzigen Bestandteilen durch 
Filtration befreit und das Filtrat mit 20 com 25°/, igem 
Ammoniak versetzt. Es erfolgte auch nach 24 stiindigem 
Stehen kein Niederschlag von Diphenylguanidin. Das in 
Lésung gebliebene Monophenylguanidin wurde als Pikrat ab- 
geschieden. 





1) Chem. Ber. Bd. 7, S. 987, 940 (1874). 
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Schmelzpunkt des lufttrocknen Rohpikrates liegt be 
220—222° statt 223° 

Ein zweiter Versuch gab das gleiche Resultat; bei ihm 
wurde das iiberschiissige Anilin durch Atherextraktion entfernt. 

Bei 150° wurden 6,3 g Monophenylguanidinchlorhydrat 
mit 17,2 g (etwa 5 Mol.) Anilin 25 Stunden digeriert und wie 
beim 100°-Versuch aufgearbeitet. Beim Zusatz von 20 cc 
Ammoniak erfolgte ein Niederschlag von Diphenylguanidin, 
Ausbeute roh 0,8g, Schmelzp. unscharf 142° (nach Umlésen 
1483—145°), Aus dem Filtrat wurde das unveranderte Mono- 
phenylguanidin als Pikrat abgeschieden. 

Aus aquimolekularen Mengen wire bei der Umsetzung 
von §-Athylisothioharnstoffbromhydrat mit Anilin unter sonst 
gleichen Bedingungen bereits nach 12stiindigem Erhitzen 3 ¢ 
Diphenylguanidin zu erwarten gewesen (vgl. Nr.10 der Anilin- 
versuche, Tabelle S. 166). 

Der gleiche Ansatz bei 150° wurde mit halben Mengen 
wiederholt. Ausbeute an Diphenylguanidin 0,4 g. 


Bildung von N,N-Diathyl-N’-phenyl-guanidin aus Diadthy]l- 

cyanamid und Anilinchlorhydrat, (C,H,),N-C:(NH)-NH(C,H,). 

6,5 g Anilinchlorhydrat (1 Mol.) und 5 g Diithylcyanamid 
(1 Mol.) wurden in Gegenwart von 5 ccm 96°/,igem Alkohol 
20 Stunden auf 100° im Einsch’%ruir erhitzt. Dem dunke! 
verfarbten Rohrinhalt konnten nach Verdunsten des Alkohols 
durch Ather geringe Mengen unverinderten Diiithylcyanamids 
(Siedep.,, 67°) entzogen werden. Der Riickstand gab nacl 
Aufnehmen mit Wasser auf Zusatz von Natriumpikrat eine 
anfangs Olige, nach 12 Stunden erstarrende Fallung. Aus 
Wasser umgeldést, schmelzen die schénen, hellgelben Rhomben 
bei 118° (korr. 120°. Die Analyse zeigte, daB das N,N-Di- 
aithyl-N’-phenylguanidin als Pikrat vorlag. 


3,484 mg Substanz (3mal aus Wasser umgel. bei 100° getr.) gaben 
6,855 mg CO,, 1,720 mg H,0. 
5,280 mg Substanz gaben 0,923 cem N, (22°, 756 mm, 50°/,iger KOH). 
C,;H0,N, = C,,H,,;N; + CH s0,N, (420,2) 
Ber. C 48,54°/, H 4,7°/, N 20,00°/, 
Gef. ,, 48,7 » 9,0 », 20,12. 
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Dimethyl- und Diathyl-cyanamid und Ammonchlorid in Gegen- 
wart von Ammoniak. 

2g Dimethyl-cyanamid blieben in Gegenwart von 
2,2 g gepulvertem Ammonchlorid mit 6,5 ccm einer 5,5 normal 
alkoholischen Ammoniaklésung unter Zusatz von 1,3 ccm Wasser 
in geschlossenen Rohr 3 Tage stehen und wurden anschlieBend 
noch 5 Tage geschiittelt. Der Rohrinhalt wurde vom Un- 
eeljsten durch Filtration befreit. Das Filtrat wurde bei 
Zimmertemperatur eingedampft und sein Riickstand durch 
Aufnehmen mit absolutem Alkohol vom Ammonchlorid gréBten- 
teils befreit. Die beim Verdampfen des Alkohols bleibende 
Krystallmasse lie8 auf Zusatz von Natriumpikrat 0,32 g eines 
Pikrates fallen, das nach 1 maligem Umlésen den Schmelz- 
punkt 228° (korr. 234°)') des Dimethylguanidins zeigte 
dessen Vorliegen auch die Analyse bestitigte. 


4,080 mg Substanz (2 mal aus Wasser umgel. bei 100° u. 12 mm 
iiber P,O, getr.) gaben 5,110 mg CO,, 1,170 mg H,O. 
3,070 mg Substanz gaben 0,700 ccm N, (18°, 759 mm, 50°/, KOH). 
C,H,N, + C,H,0,N, = CoH,,0,N, (316,15) 
Ber. © 34,16°, H 3,83°/, N 26,58/, 
Gef. ,, 34,15 » 4,0 SF: 
Setzt man auf die gleiche Weise Diaithyl-cyanamid 
(2 g), Ammonchlorid (1,6 g) und Ammoniak (7,5 ccm 4 normal. 
absoluter alkoholischer uv. ~g) in Gegenwart von etwas Wasser 
(1,5 cem) durch 25 stiindiges Erwirmen auf 100° um, so geht 
ein Teil des Ammonsalzes in Lésung. Der ungeléste Rest 
erwies sich als reines Ammonchlorid (restloses Sublimieren, 
Entwickeln von NH, bei KOH-Zusatz, Pikrat vom Zersetzungs- 
punkt 270—280°, auch im Gemisch mit Ammonpikrat). Der 
teilweise krystalline Riickstand der eingedampften Mutterlauge 
enthielt neben unveriindertem Diithyl-cyanamid und Ammon- 
chlorid noch Diaithylguanidinchlorhydrat, das als Pikrat 
nach dem Umliésen aus Wasser (0,5 g aus 6 ccm) bei 220—221° 
schmolz und im Aussehen, Eigenschaften und Mischschmelz- 





1) Schenck nennt [Chem. Ber. Bd. 60, S. 2413 (1927)| 225° als 
Schmelzpunkt; ob derselbe korrigiert wurde, ist nicht ersichtlich. 
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punkt identisch mit dem aus Diathylamin und S-Athylisothio- 


harnstoffbromhydrat erhaltenen Praparat war. 

3,860 mg Substanz (2mal aus Wasser umgel, bei 100° u. 12 mm 
iiber P.O, getr.) gaben 5,410 mg CO,, 1,810 mg H,O. 

3,210 mg Substanz gaben 0,691 cem N, (23°, 750 mm, 40°/, KOH), 

C;H,3N, + CsH,0,N;, = C,,Hi¢0,N, (344,17) 
Ber. C 38,35, H 4,68°/, N 24,42, 
Gef. ,, 88,2 » 52 » 24,5. 

Wurden 4,9 g Diithyl-cyanamid mit 4g Ammonchlorid 
und einer alkoholisch wiBrigen Ammoniaklésung (2 ccm kon- 
zentriertem NH,) 14 Tage lang aufbewahrt, waren nur 70 meg 
Didithylguanidin als Pikrat zu isolieren und durch Misch- 
schmelzpunkt zu identifizieren. 

Beim Kochen von 9,8 ¢ Diithyl-cyanamid mit 7,9 ¢ 
Ammonchlorid in wi8rigem Alkohol mit 3 com Ammoniak am 
RiickfluB waihrend 14 Stunden entstanden keine nachweisbaren 
Mengen Diithylguanidin. 7,85 g reines Ammonchlorid wurden 
zuriickgewonnen. 


N,N-Dimethyl-N’-athylguanidin aus Dimethyl-cyanamid und 
Athylaminchlorhydrat in Gegenwart von Athylamin, 
(CH,),N-C :(NH)- NHC, H,. 

2g Dimethyl-cyanamid, 1,9 g Athylamin und 3,5 g Athyl- 
aminchlorhydrat blieben im Rohr 7 Tage bei Zimmertemperatur 
stehen. Der farblose Rohrinhalt wurde nach Entfernen des 
iiberschiissigen Athylamins durch Ather als Pikrat aufgearbeitet. 
Ausbeute 65°/, d. Th. Schmelzp. 149—151° nach Umlésen 
aus Wasser. Das Pikrat war identisch mit einem aus N,S- 
Diithylisothioharnstoffbromhydrat (4,8 g) und Dimethylamin 
(5 ccm einer 33°/,igen Lésung = 1,5 g) durch mehrtagiges 
Stehen und iibliches Aufarbeiten gewonnenen Priparat. 
Schenck?) gibt fiir sein aus N,N, S-Trimethyl]-isothioharnstoft- 
jodhydrat und Athylamin gewonnenes Priiparat den Schmelz- 
punkt 148—152° an. 

8,865 mg Substanz (bei 100° u. 12mm iiber PO, getr.) gaben 
5,420 mg CO,, 1,670 mg H,0. 

8,200 mg Substanz 0,682 cem N, (21°, 754 mm, 50°/, KOH). 





') Diese Zs. Bd. 154, S. 301 (1926). 
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C.H,3Ns + CsH,0,N; = C1,H,,0,N, (344,18) 
Ber. C 38,35°/, H 4,799, N 24,429), 
Gef. ,, 38,25 ~ a » 24,55. 


Sym. Tetraathylguanidin aus Diadthyl-cyanamid, Diithylamin 
und Diathylaminbromhydrat, (C,H,),N-C:(NH)-N(C,H,),. 

Kine Mischung von 5g Diithyl-cyanamid, 5 g Diithyl- 
amin und 8 g Diithylaminbromhydrat wurden 31/, Stunden auf 
100° erhitzt und anschlieBend 8 Tage bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz mit 100 ccm 
Ather portionsweise durchgerieben. Aus dem Ather lieBen 
sich etwa 5 g unverandertes Diithyl-cyanamid vom Siedep.,, 70 
bis 71° wiedergewinnen. Der nach Ausziehen mit Ather ver- 
bliebene krystallinische Riickstand wurde in 5 ccm Wasser 
gelist, mit 50 cem Ather iiberschichtet und mit etwa 10 ccm 
50°/,iger KOH versetzt. Der abgehobene Ather hinterlieB 
nack Trocknen tiber K,CO,; und Abdampfen einen dligen 
basischen Riickstand, der den Siedepunkt des Tetraiithyl- 
guanidins (Siedep.,, 91°) aufwies. 

Ausbeute 1,5 g. Zur Charakterisierung der Verbindung 
wurde das Chloroplatinat hergestellt, das orangegelbe Nadeln 
mit dem Zersetzungsp. 201—202° (korr. 206,5°) vorstellt. Das 
Pikrat blieb 6lig. Lecher und Demmler’) finden als Siede- 
punkt,, der freien Base 92° und den Schmeizpunkt des Plati- 
nates zu 207° (korr.). 

Als 4,8 g Diithyl-cyanamid, 5 g Diithylamin und 0,7 g 
Diithylaminbromhydrat (etwa ?/,, Mol.) in Gegenwart von 2 ccm 
Alkohol 4 Stunden erhitzt wurden, der Destillation unterworfen 
wurden, gingen bei 760 mm Druck bis 100° Alkohol und Di- 
‘ithylamin iiber; bei der anschlieBenden Destillation unter 
15mm bei 70—71° der Rest des fliissigen Kolbeninhaltes, 
der sich als reines Diiithyl-cyanamid erwies und in Ather 
gelést beim Einleiten von CO, keinen Niederschlag ergab. 
Der geringe Kolbenriickstand gab in Wasser gelést mit Natrium- 
pikrat eine Triibung. Allem Anscheine nach war also kein 
Tetraithylguanidin entstanden, Bei dem Versuch, 4,3 g Di- 





') Lecher u. Demmler, Diese Zs. Bd. 167, 8. 176 (1927). 
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athyl-cyanamid, 7 g Diithylaminbromhydrat und 0,5 g (etwa 
1/,9 Mol.) Diithylamin auf gleiche Weise umzusetzen, konnte 
mit Sicherheit ebenfalls kein Tetraaithylguanidin festgestellt 
werden, 


«@,@-Diathylbiguanid aus Diathyl-cyanamid, Guanidin und 
Guanidinbromhydrat, (C,H,),N-C :(NH)-NH-C:(NH)-NH,. 


15 g Guanidinbromhydrat wurden in '/, Mol. n-NaOQH 
(50 ccm) gelést und die Liésung bei 45° im Vakuum ein- 
gedampft. Der Riickstand wurde mit absolutem Alkohol 
(30 ccm) aufgenommen, vom ungelésten Natriumbromid befreit 
und die klare Lésung nach Zusatz von 4,0 g Diithyl-cyanamid 
bei Zimmertemperatur 14 Tage aufbewahrt. Die Aufarbeitung 
geschah in der Weise, da nach Zusatz von 20 ccm Wasser 
so lange eine etwa normale Kupfersulfat-ammoniaklisung zu- 
gegeben wurde (etwa 25 ccm), bis die carminrot gefirbte 
Lésung deutlich eine blaugriine Farbnuance zeigte. Nach 
einigem Stehen begann die Lésung wunderschéne, carminrote 
unregelmiBige Plattchen abzuscheiden, die sich bei sukzessiver 
Zugabe von 40 ccm Wasser vermehrten. Ausbeute 3,2 g. 
Beim Erhitzen im Réhrchen sintert die Substanz unter Gas- 
abgabe (Wasser) bei 115°, gegen 175° zersetzt sie sich unter 
lebhaftem Schiumen. Die Krystalle wurden mit verdiinnter 
Schwefelsiure (5,5 ccm) aufgenommen und nach Zusatz von 
Wasser (15 ccm) mit Schwefelwasserstoff behandelt. Im Filtrat 
vom Kupfersulfid wurden nach Entfernung des iiberschiissigen 
H,S, die Schwefelsiure mit Baryt abgestumpft und die Lésung 
auf ein kleines Volumen gebracht. Bei Zugabe von Alkohol 
fielen 2,5 g Krystalle, die aus Wasser (6,5 ccm) und Alkohol- 
zusatz (insgesamt 15 ccm) umgelést wurden und nach Sintern 
bei 107° unter Bildung von Gasblasen (Wasser) bei 112—113° 
schmolzen. Nach Trocknen im Exsiccator stieg der Schmelz- 
punkt auf 191—192° (korr. 195—196°)}), wobei Gasentwicklung 
erfolgt. 


*) Emich [Mon.-H. fiir Chemie Bd. 12, S. 17 (1891)] nennt 197°. 





A 
Pp 


Synthese des Kreatinols. (N-Methyl-N-(6-oxiithyl)-guanidin). 175 


9,177 mg Substanz verloren bei 100° u. 12 mm 1,587 mg H,0. 


4,550 mg . (wasserfreie) gaben 5,009 mg BaSQ,. 
O,H,,Ns5°3 aq*H,SO, (309,30) Ber. H,O 17,5 le Gef. H,O 17,3°/5 
C,H,,N;-H,SO, (255,38) Ber. S 12,56 Gef. 12,5. 


La8t man den Umsatz nicht bei Zimmertemperatur, 
sondern bei 100° vor sich gehen, so erhalt man nur wenig 
Biguanid. Statt dessen ist die Bildung eines wasser-schwer- 
léslichen Kérpers und einer nicht naher bestimmtem fliichtigen 
Base (wahrscheinlich Diathylamin oder Ammoniak) wabhr- 
zunehmen. Als 4,2 g Guanidinbromhydrat mit 15 ccm n-NaOH 
eingedampft und wie geschildert mit 10 ccm Alkohol auf- 
genommen mit 1,25 g Diithyl-cyanamid 17 Stunden im ge- 
schlossenen Rohr auf 100° erhitzt wurden, schieden sich 0,5 g 


.glitzernde Krystalle ab, die in Habitus, Verhalten und Analyse 


identisch mit Melamin sein diirften. Die 1mal aus Wasser 
(in dem sie mit alkalischer Reaktion léslich sind) umgeldésten 
und bei 100° unter 12 mm getrockneten glitzernden Plattchen 
wurden zu Analyse gebracht. 


4,000 mg Substanz gaben 4,220 mg CO,, 1,790 mg H,0O. 


1,574 mg ‘ » 0,904 eem N, (18°, 753 mm, 50°/, KOH). 
(CH.N,)s = C3H,N, (126,09) 
Ber. © 28,549, H 4,79%, N 66,68, 
Gef. ,, 28,75 > 5,0 , 66,75. 


Sym. Tetraathylbiguanid aus Diathyl-cyanamid, Diathylguanidin 
und Diathylguanidinbromhydrat, 
(C,H,),N-C :(NH)-NH-C: (NH)- N(C,H,),. 


12,9 g Diathylguanidinbromhydrat-dihydrat wurden in 
30 cem (?/, Mol.) n-NaOH gelést, die Lésung im N,-Strom ein- 
gedampft, der verbliebene Riickstand mit 30 ccm Alkohol ab- 
solut aufgenommen und das ungeléste Natriumbromid abgetrennt. 
Die alkoholische Lésung blieb nach Zusatz von 3 g Diathyl- 
cyanamid 18 Tage bei Zimmertemperatur stehen. Nach Ver- 
diinnen mit 20 ccm Wasser wurde so lange etwa normale 
Kupfersulfat-Ammoniaklésung (10 ccm) hinzugesetzt, bis kein 
blaBrotblauer Niederschlag mehr fiel. Nach einigen Stunden 
wurde dieser abgesaugt, mit Wasser (30 ccm) aufgeschlammt 
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und durch Schwefelsiure verdiinnt (2,5 ccm) gelést. Das Kupfer 
wurde danach mit Schwefelwasserstoff entfernt, die Lésung vom 
H,S und CuS befreit, die freie Schwefelsiure mit Baryt ab- 
gestumpft und die Lésung im Vakuum auf geringes Volumen 
gebracht. Nach Zugabe von Alkohol fielen geringe Mengen 
nicht niher untersuchter Krystalle (Nadeln), die abfiltriert 
wurden. Das Filtrat gab bei Natriumpikratzusatz einen Nieder- 
schlag. Ausbeute 1,5 ¢, die aus 6 ccm Alkohol in Prismen 
mit dem Schmelzp. 144—145° (korr. 147—148°) erscheinen. 
Die Analyse bestiitigt das Vorliegen des ea, ww-Tetraithyl- 
biguanidpikrat. 

4,082 mg Substanz (exsiccatortrockne) gaben 6,470 mg CO,, 
2,210 mg H,0. 

3,715 mg Substanz gaben 5,840 mg CO,, 2,050 mg H,0. 

3,465 mg ¥ » 0,737 ceem N, (16°, 765 mm, 50°/, KOH). 

3,405 mg - » 0,725 ecm N, (18°, 765 mm, 50°/, _,, 

C,oHosN; + CgH,O,N; = CyeHag,Ne (442,3) 


Ber. C 43,41°, H 5,92°/, N 25,07 °/, 
20i. ,, 43,2 »» 6,2 “yee, 15 
» 42,9 » y 25,3. 





Uber das Verhalten des Kreatinol im Tierkérper. 
Von 


F. Peters, 


(Aus dem Physiclogisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig. 


(Der Redaktion zugegangen am 7, Januar 1928.) 


Der Guanidinkern ist gegeniiber chemischen Eingriffen, 
insbesondere saurer Natur, recht bestiindig. Erst wenn sein 
Gefiige durch Acylierung aufgelockert wird, hat Bergmann!) 
gezeigt, daB die Gruppe dann héchst reaktionsfahig und schon 
durch Wasser bei Zimmertemperatur gespalten wird. Kin 
Zerfall des Guanidinkerns in vivo tritt bekanntlich nur mit 
freiem Arginin unter der Einwirkung von Arginase ein. In 
Argininpeptiden, wie sie K. Felix?) aus Clupeon erhalten hat, 
wird durch das Ferment auch die freie Guanidingruppe nicht 
gespalten. Im Arginylarginin scheint das aber der Fall zu 
sein (Hidlbacher und Bonem).*) ¢- und @-Methylarginin wird 
nicht gespalten.*)°) «Guanidocapronsiure wird in die Ureido- 
siure iibergefiihrt.®) Kreatin wird nicht nur in Kreatinin iiber- 
gefiihrt, sondern auch zerstért; darauf haben schon seit langem 
verschiedene Beobachtungen hingewiesen; daB dies aber dauernd 
im groBen AusmaB geschieht, hat A. Hahn") gezeigt. 

Am Alkohol des Kreatin, am Kreatinol, habe ich die 
gleiche Beobachtung gemacht, schon bevor die Arbeit von 
A. Hahn erschienen war. Auch er wird leicht in groBem 
Ausma8 zerstért, wobei der Guanidinkern aufgespalten wird, 
Im Anschlu8 an die vorhergehende Miiteilung von H. Schotte 
gebe ich ein Beispiel fiir diese Beobachtung bekannt, obgleich 


1) Diese Zs. Bd. 159, S. 179 (1926); Bd. 172, S. 277 (1927). 

2) Diese Zs. Bd. 182, S. 152 (1923). *) Diese Zs. Bd. 145, S. 69 (1925), 
4) Diese Zs. Bd. 124, S. 75 (1922). °) Diese Zs. Bd. 155, S.279 (1926). 
®) Diese Zs. Bd-88, S. 465 (1913). 7%) Zs. Biol. Bd. 88, S. 283 (1925). 
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die Untersuchungen iiber den Mechanismus des Abbaus, die 
seit langem im hiesigen Institut im Gange sind, noch nicht 
abgeschlossen sind. 


























Ver N der durch no anerird ra 
~ “i]]- | Kreatinin | Kreatino 
suchs- | Gesamt-N icone nach Brom- Bemerkungen 
tag Folin | hydrat 
[a en. oe oe. Oe 
1,31 = 0,34 see on 
2 1,54 _ 0,37 a — 
3 1,30 0,39 0,32 _ — 
4 1,07 0,30 0,29 =~ Nicht ausgefressen 
5 1,72 0,56 0,34 — ie 
6 1,61 0,39 0,28 4 Nicht ausgefressen 
7 4,15 0,69 0,35 3 Nur wenig gefressen 
. 1,67 0,75 0,51 _ ie 
9 2,16 0,65 0,43 — Nur wenig gefressen 
10 2,94 0,44 0,39 — dsgl. 
11 2,58 0,40 0,36 ~ dsgl.?) 


Kin Hund (8,7 kg) wurde mit Starke und Zucker ins N- 
Minimum gebracht. Uber Einzelheiten orientiert die Tabelle, 
Es geht daraus hervor, da die gesamte Stickstoffmenge (1,7 g). 
die in den 7 Gramm Kreatinolsalz injiziert worden war, un- 
gefahr am gleichen T'ag wieder vollstandig zur Ausscheidung 
gekommen ist. Dabei stieg der mit PWS fallbare Anteil des 
Harn-N nur wenig an; unverindertes Kreatinol ist also nur 
zu einem kleinen Bruchteil wieder ausgeschieden worden. Da- 
fiir spricht auch die geringe Nachdunkelung des Harns bei 
der Pikrinsiurereaktion in den nichsten 24 Stunden, die nicht 
auf Kreatinin zu beziehen ist.?) Diese trat erst am 8. Tag zu 
15°/,, am 9. zu etwa 50°/, ein. 


Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft aus 
der Rockefeller-Stiftung sei fiir ihre Unterstiitzung gedankt, 


) Am linken Oberschenkel ein etwa 5 Mark-Stiick groBes Geschwiir. 
*) Dieser Band S. 159. 





Zur Theorie der Starkebildung. 
Von 


Karl Josephson. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. Dezember 1927. 


Das Hauptergebnis der neueren Arbeiten zur Klarung der 
Konstitution der Stirke bestand bis vor etwa 3 Jahren darin, 
daB die altere Auffassung, die Stiirke sei ein hochmolekularer 
Stoff, entstanden durch die kettenférmige Vereinigung einer 
groBen Zahl Glucosereste, durch die Anschauung ersetzt worden 
ist, die Starke sei ein Polymerisations- oder Assoziationsprodukt 
einer Zahl kleinerer Grundkoérper, welche wahrscheinlich durch 
ringférmige Vereinigung einer geringen Zahl Glucosereste unter 
Wasseraustritt entstanden sind. }) 

Die neue Feststellung von R. Kuhn’), daB die starke- 
verzuckernden Enzyme pflanzlichen und tierischen Ursprungs 
auf Grund ihrer Wirkungsweise in zwei Gruppen geteilt werden 
kénnen, nimlich die «@-Amylasen (Beispiel: Pankreas- und 
Takaamylase), welche bei ihrer Wirkung «-Maltose aus der 
Stiirke entstehen lassen, und die 8-Amylasen(Beispiel: Malz- 
amylase), welche das Endprodukt der amylolytischen Wirkung 
primar in f-Form entstehen lassen, hat neue wichtige Gesichts- 
punkte zur Klirung der Frage nach der Konstitution der Stirke- 
elementarmolekel beigebracht. 


1) Vgl. H. Pringsheim, Die Polysaccharide, 2. Auflage 1923; 
P. Karrer, Polymere Kohlenhydrate, 1925. 

*) R. Kuhn, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1965 (1924); Liebigs Ann. d. 
Chem. Bd. 443, S. 1 (1925). 
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Die verschiedenen Anschauungen iiber den Bau der Stirke- 
elementarteilchen muften sowohl dank den neuen enzymchemi- 
schen Feststellungen wie auch dank dem Befund, daB das 
wichtigste Produkt der Amylolyse, die Maltose, nicht, wie seit 
1919!) allgemein angenommen wurde, eine 6-glucosido-Glucose, 
sondern eine 4-glucosido<¢1,5>-Glucose<1,5»*) darstellt, modifiziert 
und ergiinzt werden. 

Die bis jetzt entwickelten Anschauungen iiber die Konsti- 
tution und Verschiedenheit der Elementarmolekeln der beiden 
Stiirkefraktionen (Amylose und Amylopektin) scheint nach meiner 
Ansicht je fiir sich kaum ausreichend zu sein, die Struktur- 
fragen, sowie die Entstehung und Spaltung der beiden Stiirke- 
fraktionen, von einem hinreichend einfachen und iibersichtlichen 
Standpunkt zu erkliren. Es schien mir deshalb, besonders zur 
Beschaffung einer Arbeitshypothese bei einer monographischen 
zusammenfassenden Darstellung der enzymatischen Stirke- 
spaltungen, mit der ich beschiftigt bin, notwendig, einen Ver- 
such zu machen, das Stirkeproblem auf eine méglichst ein- 
heitliche Grundlage zu stellen, nimlich die Annahme einer 
einzigen Grundsubstanz, aus der die verschiedenen 
Stirkefraktionen (Amylose und Amylopektin) vor- 
gebildet werden kénnen, und zwar so, da trotz der fir 
die beiden Fraktionen gleichen Grundsubstanz die Verschieden- 
heiten der Elementarteilchen das verschiedene Verhalten der 
beiden Fraktionen in enzymchemischer wie in anderer Hin- 
sicht erklirt werden kann. 

Die im folgenden entwickelten Vorstellungen fuBen zwar 
zu einem wesentlichen Teil auf den schon friiher von verschie- 
denen Forschern, besonders H. Pringsheim, P. Karrer, 
R. Kuhn und M. Bergmann mitgeteilten Ideen, doch scheinen 
mir die hier entwickelten Vorstellungen in nicht unwesentlichen 
Punkten von selbstindiger Natur zu sein. 





1) Haworth u. Leitch, Jl. chem. Soe. London Bd. 115, 8. 809 
(1919). 

*) Irvine u. Black, Jl. chem. Soc. Bd. 129, $.862 (1926); Cooper, 
Haworth u. Peat, Jl. chem. Soc. Bd.129, S. 876 (1926); Zemplén, 
Chem. Ber. Bd. 60, S. 1555 (1927). 





Zur Theorie der Staérkebildung. 181 


Die Bildung der eigentlichen Muttersubstanz der Starke 
kénnen wir hier in ihren ersten Stadien, die Reduktion der 
Kohlensiiure im AssimilationsprozeB und die Vereinigung der 
gebildeten Produkte zu Zuckern oder Zuckerderivaten, tber- 
gehen, doch scheint es nicht unwahrscheinlich, daB in einem 
Stadium der Stirkebildung einem Phosphorylierungsprozef, der 
Bildung von intermediiren Phosphorsiureestern, eine nicht un- 
wesentliche Rolle zukommt. Wie schon frither angenommen 
worden ist, findet man vielleicht in dem Phosphorgehalt der 
Amylopektinfraktion der Starke (sowie des Glykogens) eine 
Stiitze fiir diese Vorstellung.') 

Das Produkt der ersten Stadien der Stirkebildung denke 
ich mir als eine Anhydroglykose, vielleicht von der Formel 
scion ac aes 


| | 
CH,OH-CH-CH-CHOH-CHOH-CH .”) 
| 


Dieser Ko6rper soll also, je nachdem der Glucose die Formu- 
lierung als 1,5- oder 1,4-Glucose zukommt, als 1,4- oder 1,5- 
Anhydroglucose oder einfach Anhydroglucose <1,4> ¢1,5) be- 


| 


') Es soll hier auch darauf hingewiesen werden, dab die besonders 
von englischer Seite hervorgehobene Mdglichkeit, daB dem Rohrzucker 
eine Rolle bei der Stiirkebildung zukommt, mit der Annahme eines Phos- 
phorylierungsprozesses vielleicht in Zusammenhang gesetzt werden kann. 
Der Rohrzucker oder dessen Spaltungsprodukte kénnte entweder die zur 
Phosphorylierung bestimmten Zucker liefern oder der Rohrzucker kénnte 
als eine Art ,,Abfangsprodukt“ einer aus einer Hexosephosphorsiure ab- 
gespaltenen y-Fructose durch Anlagerung an der auftretenden Anhydro- 
glucose auftreten. (Vgl. die neuen Disaccharidsynthesen von Pictet 
und seinen Mitarbeitern, welche auf die Anwendung von Anhydrozucker- 
arten gegriindet sind.) 

*) Diese Formulierung ist natiirlich etwas willkiirlich. Man kénute 
z. B. auch an eine Anhydroglykose mit 1,3- (oder 1,2-) und 1, 4-Sauer- 
stoffbriicken denken. Die Annahme einer Anhydroglykose mit einer 
1,6-Sauerstoffbriicke scheint nach den interessanten neuen Ergebnissen 
von H, Pringsheim [Chem. Ber. Bd. 59, S. 1135, 2738 (1926)] und nach 
dem Befund von R, Kuhn und W. Ziese, daB das Mono - Methyl- 
trihexosan einheitlich zur 6-Methylglucose abgebaut werden kann [Chem. 
Ber. Bd. 59, S. 2314 (1926)| weniger wahrscheinlich. 
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zeichnet werden. Hinen solchen Kérper denke ich mir nun als die 
eigentliche Vorstufe der Stiirkeelementarmolekeln, aus welchem 
die Elementarmolekeln von sowohl Amylose wie Amylopektin 
gebildet werden, und zwar in der unten skizzierten Weise. 
Die Bildung eines Klementarmolekels vom Dihexosantypus, 
aus welchem nach Pringsheim und Karrer die , Amylose“ 


gebildet wird, kann man nach meinen Vorstellungen in folgender 


Weise formulieren: 
0 


| | 
CH,OH-CH.CH.CHOH-CHOH-CH 





| eas - - 








-- 


—-—-0 —-— 


| ! 
CH. CHOH.CHOH.CH-CH.CH,0H 


ee ee 
a See eee 


CH, OH-CH-CH-OHOH.CHOH-CH 


(<- —---) . . 


OH.CHOH-CHOH-CH-CH-CH,OH 

— | 
Zwei Molekiile der Anhydroglucose vereinigen sich also 
zu einem Anhydrid eines Disaccharids, und zwar soll in dem 
einen Anhydroglucosemolekel die 1,5-Sauerstoff briicke, im zweiten 
dagegen die 1,4-Sauerstoffbriicke in Reaktion treten. In dieser 
Weise laBt sich erkliren, da&{ bei der Vereinigung der 
beiden Anhydroglucosemolekeln wahrscheinlich eine 
a-glucosidische und eine f-glucosidische Bindung in 
dem Disaccharidanhydrid auftritt*), was viel schwerer 











*) Die Reversibilitét dieser Reaktion diirfte unter gewissen Be- 
dingungen nicht ganz ausgeschlossen sein. 

*) Vgl. auch O. v. Friedrichs, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 
Bd. 5, Nr. 2 (1913); P. Karrer, Helv. Chim. Acta Bd. 3, S. 258 (1920): 
H. vy. Euler und K.Helleberg, Diese Zs. Bd. 139, S. 24 (1924): 
K. Josephson, Chem. Ber. Bd. 58, S. 2726 (1925). 
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zu erkliren ist, wenn man annimmt, daB die beiden Anhydro- 
glucosemolekeln in gleicher Weise zu dem Disaccharidanhydrid 
zusammentreten. 

Die so entstandenen Molekeln diirfen nun nach meiner 
Vorstellung die Elementarteilchen darstellen, durch deren 
Aggregation die Amylosefraktion der Starke gebildet wird.’) 
Die gegebene Formulierung des Elementarmolekels der Amylose 
zeigt also eine groBe Ahnlichkeit mit den von H. Pringsheim 
(Dihexosan) und von P. Karrer (Maltoseanhydrid) gegebenen 
Formulierungen; nur wurde unter Hinzuziehung der neuen 
Ergebnisse iiber die Konstitution der Maltose und des Ver- 
haltens der Amylose zu den verschiedenen Amylasetypen diese 
Formulierungen modifiziert. Die oben skizzierte Bildung des 
Kérpers bedeutet einen Versuch, das wahrscheinliche Auftreten 
von «- und #-Bindungen, sowie die Méglichkeit des Auftretens 
verschiedener Sauerstoffbriicken im Amyloseelementarteilchen 
aus der Bildungsweise der Substanz zu erkliren. 

Aus der gegebenen Formulierung erklirt sich nun die 
Bildung von @- und f-Maltose bei der Einwirkung von e«- und 
8-Amylasen in der im folgenden angegebenen Weise. 

1. Die enzymatische Spaltung durch eine g-Amylase ergibt 
primir die @- Form eines #-glucosidischen Disaccharids mit 
1,4-Ring im glucosidischen Teil; bei der Umlagerung dieses 
Ringes zu dem stabilen 1,5-Ring in der Maltose tritt gleich- 
zeitig Umlagerung der f-Konfiguration zur «-Konfiguration an 
der Glucosidbindung ein. Es resultiert also «-Maltose. 

2. Die enzymatische Spaltung durch eine #-Amylase er- 
gibt primar die f-Form eines «-glucosidischen Disaccharids. 
Die Umlagerung des 1,4-Ringes im reduzierenden Teil in einem 





1) Durch Zusammentreten einer bestimmten Zahl solcher Disaccharid- 
anhydride oder Glucoseanhydride kénnen ,,Dextrine* von bestimmtem 
Molekulargewicht entstehen. Ein solches charakteristisches Dextrin, 
Amyloseoctadextrin, von der Formel (C,,H,,0,,|s-H,O haben neuer- 
dings P.Klasonu. K. Sjoberg krystallisiert erhalten [Chem. Ber. Bd. 59, 
S. 40 (1926)]. In den durch Siiure- oder Enzymbehandlung der Stiirke 
erhaltenen Dextrinen muB jedoch mit einem Platzwechsel der Sauerstoff- 
briicken des Elementarteilchens gerechnet werden. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXIV. 13 
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1,5-Ring kann in diesem Falle nur durch eine eventuell 
durch Mitwirkung einer Enzymkomponente vorangegangene 
Spaltung der Disaccharidbindung eintreten. Bei dem Uber- 
gang zur f-Maltose tritt also die neue Disaccharidbindung an 
dem bei Ringerweiterung frei gewordenen 4 - Kohlenstoffatom 
ein. Das Endprodukt der Amylolyse ist also #-Maltose. 

Aus dem Gesagten geht also die vollstindige Uberfihr- 
barkeit der Amylosefraktion der Stiirke zur Maltose deutlich 
hervor. ’) 

Die Uberfihrbarkeit der Amylose zu Acetobrommaltose 
(P.Karrer und Nigeli’) in derselben Ausbeute, wie sie unter 
denselben Bedingungen aus Maltose entstehen kann, lit sich 
ebenso einfach durch die oben angegebene Formel, wie durch 
die von Karrer angegebene Formel des Maltoseanhydrids er- 
klaren. Die Versuche von Karrer und Nigeli sind zwar nicht 
mit der reinen Amylosefraktion, sondern mit léslicher Zulkowsky- 
stirke durchgefiihrt. Die Zulkowskystirke diirfte jedoch in 
ihrem Bau der Amylose nahekommen (siehe unten). 





1) Das als Restsubstanz auftretende Dihexosan diirfte wahrschein- 
lich vom Elementarmolekel der Amylose etwas verschieden sein und aus 
dem letzteren durch Anderung der Lage einer Sauerstoff briicke eventuell 
Platzwechsel einer Glucosidbindung entstehen. Die dabei eintretende 
Strukturinderung diirfte entweder spontan oder unter Mitwirkung be- 
sonderer Komponenten des Enzyms eintreten. Die Aufspaltung des Di- 
hexosans zur Maltose gelingt nach H. Pringsheim unter Mitwirkung 
eines besonderen ,,Komplements“; ein solches Komplement scheint in 
gewissen Malamylasen von vornherein vorhanden zu sein. [Vgl. hierzu 
Sjéberg, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1251 (1924).] 

DaB man mit der Anwesenheit verschiedener Komponenten in den 
Amylasepriiparaten rechnen muB, geht besonders aus einer Untersuchung 
von Sjéberg iber Spaltung der Staérke mit Saccharomyces Sake hervor 
|Diese Zs. Bd. 162, 8. 223 (1926/27)|. Sjoberg fand nimlich Amylo- 
biose als Restsubstanz nach der Amylolyse. Die Komponente der Amy- 
jase, welche die Umlagerung Amylobiose —-> Maltose bewirkt (Prings- 
heim), scheint also hier zu fehlen, oder wenigstens in sehr geringer 
Menge vorhanden zu sein. Diese Komponente ist eventuell von der 
cigentlichen $-Amylase, die die (-glucosidische Bindung des Elementar- 
kérpers aufsprengt, verschieden. 

*) P. Karrer u. C, Nigeli, Hely. chim. Acta, Bd. 4, S. 263 u. 678 
(9121). 
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Die Methylierung der Stérke mit Dimethylsulfat und Lauge 
fihrt zu einer Methylierungsstufe mit etwa 32,6°/, OCH,, ent- 
sprechend einer Dimethylostirke [C,H,O0,(OCH,),], Durch 
Jodmethyl und Silberoxyd konnten jedoch P. Karrer und 
Naigeli?), sowie J.C. Irvine?) den Methoxylgehalt noch er- 
héhen; der letztere Forscher beschreibt auch die Isolierung 
einer 2,3,6-Trimethylglucose aus dem Hydrolysat der ent- 
methylierten Stirke. Die Entstehung einer Trimethylglucose 
mit der angegebenen Konstitution laBt sich gut mit meiner 
oben angefiihrten Formel vereinigen. 

Die Blaufarbung der Amylosefraktion der Starke durch 
Jodlésung kann man mit M. Bergmann’) vielleicht auf die 
Anwesenheit von bestimmten Affinititsresten an Sauerstoff- 
briicken (siehe unten) zuriickfiihren. 

Amylopektin. Die Elementarsubstanz der anderen Frak- 
tion der Stirke, das kleisterbildende Amylopektin, denke ich 
mir einfach durch Assoziation eines unveranderten Molekiils 
der Anhydroglucose mit dem oben formulierten Disaccharid- 
anhydrid entstanden. Es ist einleuchtend, daB die bei der 
Vereinigung von je zwei Anhydrozuckermolekeln entstehenden 
Molekiile von einfachen Disaccharidanhydriden vor der Asso- 
ziation zu der Amylose sich auch leicht mit unverainderter 
Anhydroglucose assozileren kénnen. Das Elementarteilchen 
kénnte man also einfach als einen Komplex mit der unten- 
stehenden Formulierung darstellen, wobei die in den Komplex 
eingehenden zwei Hinzelmolekeln, die Anhydroglucose und das 
Disaccharidanhydrid, durch ausgesprochene Affinitaitsreste an 
Sauerstoffbriicken miteinander verbunden sind. Die sogenannte 
Elementarmolekel des Amylopektins stellt also nach meiner 
Auffassung einen Komplex aus zwei Substanzen dar. Der Kom- 
plex diirfte sich dann zu hdheren Aggregaten (Amylopektin- 
fraktion) assoziieren kénnen. 





1) P. Karrer und C. Nageli, Helv. chim. Acta Bd.4, 8.191 
(1921). 
*) Zitiert nach P. Karrer, Polymere Kohlenhydrate, S. 37 (1925). 
3) M. Bergmann u. M.Gierth, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 448, 
S. 48 (1926); Chem. Ber. Bd. 57, 8S. 755 (1924). 
13* 
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Ks ist klar, daB die Amylopektinfraktionen, welche man 
aus der Starke abscheiden kann, manchmal nicht allein je 
eine Anhydroglucose auf jedem Disaccharidanhydrid enthalten 
miissen. Die Anhydroglucose bzw. das Disaccharidanhydrid 
kénnen zu einem Teil auch mit einer friiheren,, Vorstufe“ derStirke, 
besonders einem mit Phosphorsiure veresterten Zucker oder 
-Zuckerderivat, verbunden sein. Hierdurch wird also der Phos- 
phorgehalt des Amylopektins erklirt. Nur bei Abwesenheit 
von solchen Aggregaten mit ,,Vorstufen“ und bei der Anwesen- 
heit von je einem Anhydroglucoseteil auf je einem Disaccharid- 
anhydridteil kann die Amylopektinfraktion im gleichen Sinne 
wie die Amylosefraktion als einheitlich betrachtet werden. 

Durch Erhitzen des Amylopektins in Glycerinlésung werden 
die Restvalenzbindungen innerhalb des Komplexes aufgelockert. 
Dabei besteht die Méglichkeit, daB die jetzt zum Teil frei- 
gelegten Anhydroglucosemolekeln sich auch teilweise zu neuen 
Disaccharidanhydridmolekeln vereinigen kénnen. Die Amylo- 
pektinfraktion wird vermindert und die Starke weniger kleisternd 
und léslicher. Bei dieser Erhitzung kénnte auch die Bindung 
zwischen den Hexoseresten im Disaccharidanhydrid gelockert 
werden, wobei die Méglichkeit besteht, daB eine Vereinigung 
mit den Anhydroglucoseresten eintritt, d.h. es besteht eine 
Méglichkeit zur Trihexosanbildung, wie sie von A. Pictet und 
seinen Mitarbeitern beobachtet wurde. Da auch die Ab- 
spaltung von Phosphorsiure aus den vorhandenen ,,Vorstufen“ 
bei der Erhitzung eintreten kann, ist einleuchtend, und die 
,, Vorstufen“ kénnen sich also zur Anhydroglucose und weiter 
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zum Disaccharidanhydrid vereinigen, d. h. die Starkesubstanz 
wird einheitlicher. 

Die Bindung der Anhydroglucose an dem Disaccharid- 
anhydrid im Elementarkérper des Amylopektins wird, wie er- 
wabnt, durch die Affinititsreste an Sauerstoffbriicken ver- 
mittelt. Ks erscheint nun wahrscheinlich, da® gerade die- 
jenigen Sauerstoffbriicken, welche fiir die Blaufirbung der 
Amylose durch Jodzusatz verantwortlich sind, bei der Komplex- 
bindung im Amylopektinelementarkérper teilnehmen. Dies hat 
also die notwendige Folge, daB die Aufnahmefihigkeit von Jod 
und somit die Farbbarkeit der Amylopektinfraktion verindert ist. 
Bei.der Uberfiihrung der nativen Starke in lésliche Zulkowsky- 
stirke findet nach dem oben Gesagten gewissermafen ein Uber- 
gang von Amylopektinelementarkérpern in Amyloseelementar- 
molekeln statt, so da? die rein blaue Fiarbung und andere 
Kigenschaften der Zulkowskystiirke hierdurch leicht erklirlich wird. 

Was nun die enzymatische Spaltung des Amylopektins 
durch die @- oder f-Amylasen betrifft, so ist folgendes hier- 
iiber hervorzuheben. Die Bildung der Maltose geschieht in 
ganz entsprechender Weise wie bei der Spaltung der Amylose, 
also durch Aufsprengung der «- oder f-glucosidischen Bindung 
zwischen den Hexoseresten im Disaccharidanhydrid des Amylo- 
pektinelementarkérpers.’) Die Entstehung des Trihexosans als 
Restkérper bei der enzymatischen Spaltung, die H. Prings- 
heim und A. Beiser?), sowie K. Sjéberg*) beobachtet haben, 
moéchte ich in folgender einfacher Weise formulieren.*) 

1) H. Pringsheim u. Beiser [Biochem. Zs. Bd. 148, S. 336 (1924)| 
teilen mit, da’ Amylopektin langsamer als Amylose gespalten wird [vgl. 
die Versuche mit Glykogen von Euler u. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, 
S. 1755 u. ff. (1923)]. Dies laBt sich vielleicht durch meine Vorstellung, 
da8 das Disaccharidanhydrid im Amylopektin mit der Anhydroglucose 
assoziiert ist, erkliren, indem der Angriff durch die Amylase hierdurch 
erschwert wird. K.Sjébergu. E. Eriksson, Diese Zs. Bd. 139, S, 118 
(1924) geben jedoch an, daB Amylose und Amylopektin gleich schnell 
gespalten werden, 


2 A. a. O. 

3) K. Sjéberg, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1251 (1924). 

‘) Eventuelle, eintretende Verschiebungen der Lage der Sauerstoff- 
briicken konnte natiirlich nicht beriicksichtigt werden. 
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Auch bei Abwesenheit des von Pringsheim!?) entdeckten 
.Komplementes“ wird natiirlich nur ein Teil des Amylopektins 
in Trihexosan umgewandelt, da der oben skizzierte Reaktionsweg 
nur als Nebenreaktion zu betrachten ist. Statt sich mit der 
Anhydroglucose zu Trihexosan zu vereinigen, kénnen ja die aus 
den Disaccharidanhydriden des Amylopektins primar entstehen- 
den Disaccharide sich zu Maltose umlagern. Die dabei frei 
gewordenen Anhydroglucosemolekeln kénnen sich dabei auch 





) H. Pringsheim und Mitarbeiter, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1762 
(1923); Biochem. Zs. Bd. 142, 8. 107 (1923); Bd. 148, 8. 336 (1924); Bd. 173, 
S, 399 (1926); Bd. 177, S. 406 (1926). 
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(eventuell tiber dem Disaccharidanhydrid) zu Maltose umsetzen. 
Uberhaupt miissen die Eigenschaften des Enzymmaterials von 
groBem HinfluB aufdie verschiedenen méglichen Reaktionswege sein. 

Die oben schon diskutierte Trihexosanbildung beim Er- 
wirmen der Stirke in Glycerinlésung, wie auch die Entstehung 
des Trihexosans als Restkérper bei der Wirkung der Amylasen, 
bildet also einen Analogiefall zu den von A. Pictet und seinen 
Mitarbeitern in spiterer Zeit durchgefiihrten Disaccharid- 
synthesen unter Anwendung von Anhydrozuckerarten.?) 

Durch kalte konzentrierte Salzsiure werden nach Prings- 
heim’) die Stirkebestandteile in zwei reduzierende Zucker 
umgewandelt, in ein Trisaccharid, die Amylotriose, und ein 
Disaccharid, die Amylobiose. Der Mechanismus bei diesen 
hydrolytischen Prozessen diirfte also in der Weise charak- 
terisiert werden kénnen, daB die Disaccharidanhydride an der 
einen glucosidischen Bindung aufgesprengt werden, wobei aus 
der Amylosefraktion nur ein Disaccharid entsteht. In der 
Amylopektinfraktion besteht die Méglichkeit, daB die primar 
entstehenden Zucker sich beim Auflockern der einen Sauerstoff- 
briicke in der Anhydroglucose durch die Séure an die letzteren 
addieren, wobei das Trisaccharid entsteht.3) 


Zusammenfassung der Hauptvorstellungen. 


Die oben skizzierten Vorstellungen gehen also von der 
Grundanschauung aus, daB die Muttersubstanz der Stirke eine 
Anhydroglucose ist. Aus dieser Anhydroglucose werden die 
beiden Stirkefraktionen gebildet, und zwar konnten die Eigen- 
schaften der Stirkebestandteile aus dieser Grundvorstellung 
in einfacher Weise weitgehend abgeleitet werden. Trotz der 
Ungleichheiten der ,,Klementarkérper“ der Starkefraktionen 
werden sie in entsprechender Weise aus derselben Grund- 
substanz gebildet, und zwar ist der bei der Starkebildung aus 





1) A. Pictet und Mitarbeiter, Helv. chim. Acta, Bd. 6, S. 617 (1923); 
Bd. 9, S. 612, 806 (1926); Bd. 10, S, 588 (1927). 

2) H. Pringsheim, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1581 (1923). 

8) Durch Salzsiiure hat Pringsheim das Livoglucosan in einer 1,6- 
Glucose iiberfiihrt. Man vergleiche auch die Arbeiten von Pictet tiber die 
Uberfiihrung von Dihexosanen in Disacchariden darch partielle Hydrolyse. 
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der Grundsubstanz grundlegende ProzeB, das Zusammentreten 
zweier Anhydroglucosemolekeln zu einem Disaccharidanhydrid 
in der Amylosefraktion vollstandig durchgefihrt, in der Amylo- 
pektinfraktion aber unvollstindig. Durch Uberfithren der nativen 
Starke in sog. léslicher Form nach Zulkowsky laBt sich aber 
auch die Reaktion in der Amylopektinfraktion vervollstindigen. 


Ich méchte es nicht unterlassen, an dieser Stelle Herrn 
Professor Dr. H. v. Euler, sowie Herrn Privatdozenten 
Dr. K. Sjéberg, der im hiesigen Institut mit eingehenden 
experimentellen Studien iiber Stirke beschaftigt ist, fiir das 
Interesse, mit welchem sie von den obigen Darlegungen 
Kenntnis genommen haben, herzlichst zu danken. 


Anmerkung. M. Bergmann und E. Knehe [Liebigs Ann. der 
Chem. Bd. 452, S. 141 (1927)] haben die Anschauung ausgesprochen, die 
,Individualgruppe“ der Amylose sei ein Glucoseanhydrid und stiitzen diese 
Auffassung durch Mitteilung von Beobachtungen iiber Gefrierpunkts- 
depressionen von sog. ,,Triacetylamylose“ in Phenol. 

Die Ergebnisse itiber Gefrierpunktsdepressionen von Derivaten der 
Polysaccharide scheinen jedoch besonders nach den sehr bemerkenswerten 
Ergebnissen von F. Micheel und H. Hess [Chem. Ber. Bd. 60, S. 1898 
(1927)] mit groBer Vorsicht gedeutet werden miissen. Ich méchte in 
diesem Zusammenhang auch daran erinnern, da die Ermittlung der 
TeilchengréBe des Inulins in fliissigem Ammoniak auf die GréBe eines 
Disaccharidanhydrids andeutet [L. Schmid und B. Becker, Chem. Ber. 
Bd. 58, S. 1968 (1925); H. Reihlen und K. Th. Nestle, Chem. Ber. Bd. 59, 
S. 1159 (1926)]. Das sog. ,,Tri-acetyl-inulin* haben Bergmann und 
Knehe in ihrer ersten Mitteilung iiber dieses Thema auch als ein Acetyl- 
derivat eines Di-fructose-anhydrids ausgesprochen, spiiter [Liebigs Ann. der 
Chem. Bd. 458, S. 93 (1927)] aber die Hiilfte dieser Teilchengré8e ermittelt. 

Inwieweit der maltoseliefernde Grundkérper der Amylose tatsiichlich 
Glucoseanhydridstruktur oder Disaccharidanhydridstruktur zugeschrieben 
werden soll, scheint also aus kryoskopischen Messungen nur schwerlich 
entschieden werden kénnen. Sollte sich die erste dieser Miéglichkeiten 
spiter als richtig erweisen, so lassen sich trotzdem die in dieser Mitteilung 
prizisierten Gesichtspunkte zur Erklirung der verschiedenen Wirkung 
der «- und §-Amylasen verwerten. 

Hinsichtlich der von mir angenommenen Struktur des Amylopektins 
ist noch hinzuzufiigen, daB die Theorie auch dureh die Befunde von Hes§ 
und Stahn iiber das kryoskopische Verhalten von Glykogenacetat [ Liebigs 
Ann. der Chem. Bd. 455, 8. 115 (1927)] gestiitzt zu werden scheint, wenn 
auch nach dem oben Gesagten diese Befunde mit Vorsicht zu deuten sind. 





Uber den Nachweis des Vitamins A. 
Von 
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(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Dezember 1927.) 


Will man tierische oder pflanzliche Produkte auf einen 
Gehalt an Vitamin A untersuchen, so ist man auf die Be- 
obachtung der Gewichtszunahme junger Ratten bei entspre- 
chendem Futter angewiesen. Aber diese Art der Unter- 
suchung ist recht weitliufig und zeitraubend: 


Will man die Versuche auch nur in etwas ausgedehnterem Mab- 
stabe betreiben, so gehért vor allem ein groBer Apparat von Tieren 
und Kiafigen mit einer entsprechenden zuverlissigen Wartung dazu. 
Dann mu8 man sich immer so einrichten, daB man dauernd den nétigen 
Nachwuchs an jungen Ratten hat und endlich miissen die Tiere, von 
denen natiirlich manches schon vor dem eigentlichen Versuch verloren 
geht, meist 3—4 Wochen mit vitamin-A-freier Kost gefiittert werden, 
ehe sie fiir den Versuch brauchbar sind. Denn erst nach dieser Zeit 
pflegt ein deutlicher Gewichtsstillstand oder cine Gewichtsabnahme ein- 
getreten zu sein und es stellen sich die ersten Symptome der so- 
genannten Keratomalacie ein. Kann dann der eigentliche Fiitterungs- 
versuch beginnen, so mu8 man unter Umstinden noch wieder 4 Wochen 
warten, ehe man ein eindeutiges Resultat erhalten hat. So erhilt man 
auf einen geplanten Versuch hiufig erst nach 2—3 Monaten eine zu- 
verlissige Antwort. Ist ein so groBer Zeitverlust schon an und fiir sich 
sehr stérend, so wirkt er doppelt hinderlich, wenn man etwa sich mit 
der niiheren Untersuchung der bei Isolierungsversuchen des Vitamins A 
sich ergebenden einzelnen Fraktionen beschiftigt. 


Man hat sich deswegen schon lange bemiiht, auf kiirzerem 
Wege zu einem Urteil iiber den Gehalt eines zu untersuchenden 
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Materials an Vitamin A zu gelangen und hat zu dem Ende 
verschiedene Farbenreaktionen vorgeschlagen, die fiir das in 
Frage kommende Vitamin charakteristisch sein sollen und bei 
denen die Intensitit der Farbung mit dem Gehalt an Vitamin 
parallel gehen soll. 

Die gro8en Vorteile einer solchen Reaktion liegen auf der 
Hand und es wurde gelegentlich einer Versuchsreihe, die zu 
einem anderen Zwecke unternommen war, auch eine solche 
Farbreaktion mit dem Verhalten junger Ratten bei der Ver- 
fiitterung colorimetrisch genau bestimmter Mengen vitamin- 
haltigen Materials verglichen. Als Farbreaktion haben wir die 
von Tusting Cocking und Price?!) sowie von Price und 
Carr?) vorgeschlagene Reaktion mit Antimontrichlorid benutzt. 

30 g mit wenig Chloroform gewaschenes Antimontrichlorid werden 
mit Chloroform zu 100 cem gelést. 2cem hiervon werden mit 0,2 ccm 
einer 20°/,igen Loésung des zu untersuchenden Oles in Chloroform 
(= 0,04 ecm Ol) gemischt und zwecks quantitativer Bestimmung die auf- 
tretende Blau-, Violett- oder Griinfiirbung mit der der Vergleichsgliser 
von Lovibonds Tintometer verglichen. Die Reaktion wird im Gegen- 
satz zu der analogen mit Arsentrichlorid (von Rosenheim und Drum- 
mond’) angegeben) nicht durch Spuren Feuchtigkeit beeinfluBt. Die 
Firbung bla8t aber ziemlich schnell ab und man muB die Reaktion oft 
wiederholen, am besten zu zweien, um schnell und genau den richtigen 
Farbenton in der Auswahl der Vergleichsgliiser zu treffen. Wir haben 
uns davon iiberzeugt, daB man in der Tat, ist man erst einmal ein- 
gearbeitet, an dem gleichen Material auch den gleichen Farbenton 
wieder einstellt. Der Farbenton wird zahlenmiBig angegeben durch 
die dem Tintometer beigegebenen farbigen numerierten Glasscheibchen. 


So wurden nach der oben gegebenen Vorschrift an einem 
Priparat aus Tran(A) erhalten, wenn man den Tran (5 ccm) mit 
20 ccm Chloroform zu einer 20°/, igen Lésung verdiinnt hatte: 


blau 24,0, gelb 5,7. 
Wurde die Liésung auf das Zehnfache verdiinnt, so daB 
nunmehr eine 2°/,ige vorlag, so erhielt man 
blau 6,4, gelb 2,2. 





1) Pharmaceutical Journ. Bd. 117, 8. 175 (1926). 
*) Biochem. Jl. Bd. 20, S. 497 (1926). 
8) Biochem. Jl. Bd. 19, S. 753 (1925). 
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Eine 0,2°/,ige Lésung ergab weiter: 
blau 0,7, gelb 0,3. 
Eine 0,02°/,ige Liésung gab keine Reaktion mehr. 
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Kin zweites Praparat (B) ergab in 20°/, iger Lésung 
blau 12,00, gelb 0,70, rot 0,60; 
in 2°/,iger Lésung: 
blau 1,8, gelb 0,1; 
in 0,2°/, iger Lésung: 
blau 0,3 


und in 0,02°/, iger Lésung wurde keine Reaktion mehr erhalten. 


Es wurden nunmehr die gleichen Verdiinnungen statt mit 
Chloroform mit vitaminfreiem geharteten Pflanzenfett her- 
gestellt und wachsenden Ratten diese Mischungen in der 
iiblichen Weise in Dosen von 0,5 und 1 g zu einer vitamin- 
A-freien Kost verabreicht. Die Technik der Versuche ent- 
sprach der schon friiher!) benutzten. Der Erfolg der Fiitte- 
rung laBt sich aus den Kurven ersehen: es ist in keinem Falle, 
weder in der 0,02-, noch in der 0,2- oder der 2°/, igen Mi- 
schung geniigend Vitamin A vorhanden gewesen, um das 
Wachstum der Ratten in normaler Weise in Gang zu bringen, 
im Gegenteil, alle Tiere zeigten unverkennbare Zeichen von 
Avitaminose, struppiges Fell, hiufig Keratomalacie und grofe 
Hinfalligkeit; nicht wenige der Tiere sind wahrend des Ver- 
suches zugrunde gegangen. 

Die Versuche sind nicht von uns fortgesetzt worden; wir 
glauben schon aus diesen hier wiedergegebenen Kurven schlieBen 
zu kénnen, daB die Reaktion von Price und Carr nicht ge- 
eignet ist, um auf Grund des colorimetrischen Befundes 
sichere Riickschliisse auf die quantitativen Verhaltnisse von 
Vitamin A in einem Untersuchungsobjekte machen zu kénnen. 
Es erscheint uns sogar zweifelhaft, ob die Farbreaktion iiber- 
haupt etwas mit dem Vitamin A zu tun hat. Wir haben 
uns bemiiht, etwas Naheres iiber den Traiger der Farbreaktion 
zu erfahren und haben das nach der Verseifung des Tranes 
erhaltene Rohcholesterin umkrystallisiert. Die Fraktion des 
Rohcholesterins gab zunichst die Farbreaktion sehr intensiv, 





1) Diese Zs. Bd. 170, S. 18 (1927). Fiir manchen guten Rat in der 
Anlage der Vitaminfiitterungsversuche sind wir Herrn Prof. A. Scheu- 
nert in Leipzig zu groBem Dank verpflichtet. 
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nach dem Umkrystallisieren gab aber das reine Cholesterin 
keine Reaktion mehr, der Trager der Reaktion war vollkommen 
in die Mutterlauge tibergegangen. 

Will man also Material auf Vitamin A untersuchen, so 
bleibt nach wie vor vorliufig kein anderer Weg als der Fiitte- 
rungsversuch an jungen Ratten; ist es auch ein etwas er- 
miidender Weg, so ist es doch ein sicherer Weg, der zuver- 
lissige Resultate liefert. Zur ersten Orientierung ist vielleicht 
die von Price und Carr vorgeschlagene Reaktion geeignet, 
es miBte letzten Endes ihr aber immer doch der Tierversuch 
folgen. 








Fortgesetzte Studien tiber das Verhalten von Polypeptiden 
und von Derivaten von solchen gegeniiber verdiinntem Alkali 
und verdinnter Sdure. 


VI. Mitteilung. 


Versuche mit in der Aminogruppe substituierten Polypeptiden. 


Von 


Emil Abderhalden und Paul M@ller. 
Mit 8 Figuren im Text. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft zur Férderung 
der Wissenschaft.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. Januar 1928.) 


Es konnte gezeigt werden’), daB die Geschwindigkeit der 
Aufspaltung von Polypeptiden durch verdiinntes Alkali durch 
Besetzung der freien Aminogruppe beeinflu8t werden kann, und 
zwar wird sie durch den Benzoylrest beschleunigt und durch 
den #-Naphthalinsulforest verlangsamt. Wir haben es unter- 
nommen, den erwihnten Befund an weiteren Beispielen zu 
priifen und vor allen Dingen den KinfluB weiterer Substituenten 
auf die Spaltungsgeschwindigkeit von Polypeptiden festzustellen. 
Zunichst konnte bestitigt werden, daB Benzoyl-d,l-leucyl- 
glycin durch n-Alkali schneller aufgespalten wird als das Di- 
peptid d,l-Leucyl-glycin. Wir lieBen es uns besonders an- 
gelegen sein, den Gang der Hydrolyse genau festzustellen, und 
zwar galt es, auszuschlieBen, daB eine Abspaltung der Benzoyl- 
gruppe eine rascher vor sich gehende Hydrolyse des substi- 





1) Emil Abderhalden u, Hans Sickel, Diese Zs. Bd. 170, S. 134 
(1927); Emil Abderhalden u. Hans Brockmann, a. a. O. Bd. 170, 
S. 146 (1927); Emil Abderhalden u. Shigeo Suzuki, a.a.O. Bd. 170, 
S. 158 (1927). 
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tuierten Dipeptids vortiuschte. Einerseits konnte keine Benzoe- 
siure isoliert werden, und andererseits gelang es, das zu er- 
wartende Benzoyl-d,l-leucin quantitativ zu isolieren. Weiterhin 
stellten wir §-Naphthalinsulfo-dl-leucyl-glycin dar. Es ergab 
sich, daB selbst bei 38° n-Alkali keine Hydrolyse der Ver- 
bindung herbeifiihren konnte. Erst bei Steigerung der Tem- 
peratur erfolgte eine Aufspaltung (vgl. hierzu Fig. 1). In allen 
Kurvenbildern ist auf der Abszisse die Zeit, wihrend der die 
Spaltung verfolgt wurde, in Tagen eingetragen; auf der Ordi- 
nate ist die jeweilige Gesamtzunahme an Aminostickstoff in 
Prozenten angegeben. Als 100°/, wurde dabei jene Amino- 
stickstoffmenge angenommen, die bei der Offnung einer siiure- 
amidartigen Verkniipfung frei wird. Um den Vergleich im 























Fig. 1. 1 d,l-Leucyl-glycin. 2 Benzoyl-d,l-leucyl-glycin. 3 £-Naphthalinsulfo-d, l-leucyl- 
glycin bei 38°, ; 


zeitlichen Verlauf der Hydrolyse bequem durchfiihren zu kénnen, 
haben wir den Ausgangswert an Aminostickstoff beim Di- bzw. 
Tripeptid auch gleich Null eingesetzt. 

Der vorliegende Fall zeigt in ganz besonders augenfilliger 
Weise, wie stark sich der zeitliche Verlauf der Spaltung eines 
Dipeptids durch verdiinntes Alkali durch eine verschiedenartige 
Besetzung der Aminogruppe beeinflussen laBt. Auf der einen 
Seite haben wir die recht bedeutende Steigerung der Hydro- 
lysengeschwindigkeit nach Einfiihrung der Benzoylgruppe und 
auf der anderen eine Aufhebung der Spaltung innerhalb der 
angewandten Bedingungen beim #-Naphthalinsulfoderivat. 

Die gleichen Derivate haben wir unter Zugrundelegung des 
Verhaltens des Dipeptids d,l-Leucyl-d,l-leucin gepriift. Es 
zeigte sich, daB das Dipeptid als solches gegeniiber n/Alkali 
sehr widerstandsfahig ist. Kine Steigerung der Alkalikonzen- 
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tration bis zur 3fach normalen Lésung bewirkte bei 38° auch 
im Verlauf von 26 Tagen keine Spaltung. Aus diesem Grunde 
wurde die Hydrolyse bei 100° durchgefiihrt. Es ergab sich 
dabei der Nachteil, daB etwa 50°/, der Benzoylgruppe ab- 
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Fig. 2, 4 d,l-Leucyl-d,l-leucin. 5 Benzoyl-d,l-leucyl-d,l-leucin, 6a Dasselbe unter Be- 
riicksichtigung der abgespaltenen Benzoesiure. 6 £-Naphthalinsulfo-d.l-leucyl]-d, l-leucin 
bei 100°, 


gespalten wurden. In Fig.2 bedeutet die Kurve 5a den Ver- 
lauf der Hydrolyse des Benzoyl-d,l-leucyl-d,l-leucins unter Be- 
riicksichtigung der abgespaltenen Benzoesiure. Man erkennt 
auch an diesem Beispiel, da8 die Benzoylgruppe beschleuni- 
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Fig. 3. 7 Glycyl-d,l-leucyl-glycin. 8 Benzoyl-glycyl-d,l-leucyl-glycin. 9 £-Naphthalinsulfo- 
glycyl-d, l-leucyl-glycin bei 38°. 


gend auf die Hydrolyse einwirkt, wahrend beim f-Naphthalin- 
sulfoderivat eine bedeutende Hemmung feststellbar ist. 

Wir haben schlieBlich noch zwei Tripeptide nebst ihren 
Derivaten in den Kreis unserer Untersuchungen eingezogen. 
Das Ergebnis der ausgefiihrten Versuche ergibt sich aus Fig. 3 
und 4, Verwendet wurden die Tripeptide Glycyl-d,l-leucyl- 
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glycin und Glycyl-d,l-leucyl-d,l-leucin. Beim ersteren 
Tripeptid verlief die Spaltung offenbar infolge der Hiufung 
der Glycingruppen im Anfang so rasch, da8 Unterschiede gegen- 
iuber der Benzoylverbindung zuniichst nicht feststellbar waren. 
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Fig. 4. 10 Glycyl-d,l-leucyl-d, l-leucin. 11 Benzoyl-glycyl-d, l-leucyl-d, l-leucin. 
12 £-Naphthalinsulfo-glycyl-d, l-leucyl-d,i-leucin bei 38°. 


Beim #- Naphthalinsulfoderivat blieb die Spaltung nach dem 
Freiwerden einer Aminogruppe stehen (vgl. Fig.3). Beim Gly- 
cyl-leucyl-leucin wird offenbar nur die Glycingruppe abgespalten. 
Ks verbleibt Leucyl-leucin, das gegen n-Alkali bestandig ist. 
Das Benzoylderivat des genannten Tripeptids wird bedeutend 
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Fig. 5. 13 d,l-Leucyl-d,!-leucin. 14, 14a Glycyled, l-leucy!-d, l-leucin, 


schneller gespalten. Nach lingerer EKinwirkung des Alkalis 
kommt es zur Abspaltung von etwas Benzoesiure. 

Wir haben weiterhin vergleichend d,l-Leucyl - d,l-leucin 
und Glycyl-d,l-leucyl-d,l-leucin in ihrem Verhalten gegeniiber 
2fach n-Natronlauge bei erhéhter Temperatur gepriift. Die 
Kurven in Fig. 5 zeigen, daB nach sehr schneller Lésung einer 
siureamidartigen Bindung im Glycyl-leucyl-leucin die Spaltung 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXIV. 14 
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od 


des entstandenen Dipeptids ganz dhnlich weiter verliuft, wie 
beim Leucyl-leucin selbst, woraus zu schlieBen ist, daB es zu- 
nichst zur Abspaltung der Glycylgruppe und damit zur Bil- 
dung von Leucyl-leucin kommt. In Fig. 5 ist zur Erméglichung 
eines bequemeren Vergleichs die Kurve 14 um 100°/, nach 
unten (Nr. 14a) verschoben. 

Erwihnt sei noch, daB wir gepriift haben, inwieweit die 
Konzentration des Polypeptids (bei Verwendung von 0,1 bzw. 
0,05 mol. Lésungen) und die Anwesenheit der Spaltprodukte 
Einflu8 auf den Verlauf der Spaltungsgeschwindigkeit haben. 
So fiigten wir z.B. dem Benzoyl-leucyl-glycin Benzoyl-leucin 
und Glykokoll bei und zwar in molekularem Verhialtnis. Es 
lieB sich in keinem Fall ein KinfluB auf den Verlauf der Spal- 
tungskurve feststellen. 























Fig. 6, 2 Benzoyl-d, l-leucyl-glycin. 15 p-Nitrobenzoyl-d, l-leucyl-glycin bei 38°. 


Nunmehr gingen wir unter Verwendung des Dipeptids 
d,l-Leucyl-glycin, bei dem der zeitliche Verlauf der Hydrolyse 
unter Kinwirkung von n-Alkali sich besonders gut verfolgen 
laBt, dazu iiber, andere Gruppen als die bereits erwihnten in 
die freie Aminogruppe einzufiihren. In Fig. 6 ist der EinfluB 
der p-Nitrobenzoylgruppe auf den Verlauf der Alkalihydro- 
lyse dargestellt. Man erkennt, daB die Benzoylverbindung 
rascher gespalten wurde als das erwahnte Derivat des d,]1- 
Leucyl-glycins. 

In einer weiteren Versuchsreihe verglichen wir den Ein- 
fluB der Kuppelung von d,l-Leucyl-glycin mit Siurechloriden 
der aliphatischen Reihe. Wir stellten die Propionyl-, die 
Butyryl-, die Isovaleryl- und endlich die Oleoylverbin- 
dung dar. In allen Fallen erfolgte mit Ausnahme des Oleoyl- 
derivates im Vergleich zur Spaltung des Dipeptids selbst eine 
Beschleunigung der Hydrolyse (vgl. Fig. 7). Wihrend das Pro- 
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pionyl-d,l-leucyl-glycin in seinem Spaltungsverlauf demjenigen 
des Benzoylderivates nahe steht, nimmt die Hydrolysen- 
geschwindigkeit mit der langer werdenden Kette der der NH,- 
Gruppe angefiigten Gruppe mehr und mehr ab. Selbstverstiind- 
lich wurde in allen Fallen gepriift, ob unter den angewandten 
Versuchsbedingungen die eingefiihrte Gruppe zur Abspaltung 
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Fig. 7. —— 16 Propionyl-d,l-leucyl-glycin. —~—- 17 Butyryl-d, l-leucyl-glycin. 
- 18 Isovalery]-d, l-leucyl-glycin. —— 19 Oleoyl-d,1l-leucyl-glycin bei 38°. 


kommt. Es war dies nicht der Fall. Interessant ist, daB die 
Kinfiihrung der Oleoylgruppe den Gang der Alkalihydrolyse sehr 
stark hemmt. Erst bei 100° gelang es, die siureamidartige Ver- 
kniipfung zu lésen. Gleichzeitig wurde auch Olsiiure abgespalten. 

In einer weiteren Versuchsreihe verglichen wir den zeit- 
lichen Verlauf der Alkalihydrolyse beim Propionyl-, ferner 
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Fig. 8. 16 Propionyl]-d,1l-leucyl-glycin. 20 d,l-a-Brompropiony]-d. l-leucyl-glycin. 
21 d,l-Alanyled, l-leucyl-glycin bei 38°. 


beim d,l-«-Brompropionyl- und endlich beim d,l- Alanyl-d,l- 
leucyl-glycin (vgl. hierzu Fig. 8). In den ersten Stunden wurden 
alle drei Verbindungen ziemlich gleich schnell hydrolysiert. 
Spiter iiberwiegt die Spaltungsgeschwindigkeit bei der Pro- 
pionylverbindung. Am langsamsten ist der Verlauf der Spal- 
tungskurve beim d,l-«-Brompropionyl-d,l-leucyl-glycin. Wir legten 
uns auf Grund der bisherigen Erfahrungen iiber den Einflu8 


bestimmter Derivate von Polypeptiden auf den Verlauf ihrer 
14* 
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Hydrolyse durch verdiinntes Alkali die Frage vor, wodurch es 
kommt, daB z.B. die Benzoylgruppe im Sinne einer Beschleuni- 

‘ gung wirkt, wihrend die #-Naphthalinsulfogruppe die Hydro- 
lyse hemmt. Die Beobachtung, daf die Oleoylgruppe die Spal- 
tungsgeschwindigkeit auch stark herabsetzt, deutet daraufhin, 
da8 mehrere Faktoren zur Erklarung der Wirkung der einzelnen 
Gruppen in Betracht gezogen werden miissen. Bleiben wir 
jedoch zunachst einmal bei den beiden oben genannten Deri- 
vaten, so ergibt sich, daB in dem einen Fall, namlich der 
Benzoylverbindung, die Gruppe CO—NH vorhanden ist, wihrend 
im anderen — #-Naphthalinsulfogruppe — eine SO,—NH- 
Bindung besteht. Um zu priifen, ob vielleicht diese letztere 
Gruppierung als solche einen hemmenden Einflu8 ausiibt, haben 
wir das Benzolsulfoderivat des d,l-Leucyl-glycins dargestellt. 
Diese Verbindung wird durch n-Alkali bei 38° nicht gespalten. 
Erst bei 100° erfolgte Hydrolyse. Wir wollen uns einstweilen 
jeder weiteren Spekulation iiber die Auswirkung der einzelnen 
Gruppen in Hinsicht auf die Hydrolysengeschwindigkeit ent- 
halten. Es sind noch weitere Versuche mit anderen Derivaten 
geplant. Erwihnt sei noch, daB die verschiedene Aciditat der 
freien Polypeptide und ihrer Derivate fiir den Ausfall der 
Wirkung von in groBem Uberschu8 angewandtem verdiinntem 
Alkali nicht maBgebend sein kann. 


Experimenteller Teil. 


1. Aufspaltung der Polypeptide. 


Sie wurde nach der Methode von van Slyke verfolgt, 
die fiir solche vergleichenden Versuche eine ausreichende Ge- 
nauigkeit bot und dabei eine bedeutende Ersparnis an Sub- 
stanz erméglichte. Die gewihlten Dipeptide wurden, wie eine 
besondere Priifung ergab, wihrend der Bestimmung im Apparat 
nicht weiter aufgespalten. Die gefundenen Werte sind in der 
folgenden Tabelle zusammengestellt. ‘) 





) Aus Platzmangel sind die experimentellen Daten zu den Kurven 
Nr. 1—21 in obiger Tabelle nicht aufgefiihrt. Das Protokoll dariiber ist 
im hiesigen Institut niedergelegt. 
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oO Aufspaltung 
Lfd. : ; f ‘mg Amino- |°/, an frei- 
N Einwigung an Dipeptid ak nach | N gef. in | geworde- 
” ae Tagen | ilcem | nem 
S| _ Lésung | Amino-N 
SS a 
22 | 0,1675 g Benzolsulfo-d,l- | 38°] 0 _ | ~ 
leucyl-glycin in 10 cem 0,98 — = 
n/1-NaOH (0,05 mol.) 202 004 | 5,6 
5,04 0,04 | 5,6 
6,92 0,02 | 28 
| 
100°} 0,35 | 0,21 | 29,5 
0,75 | 0,25 | 35,3 
23] 0,1901 g £-Naphthalin- | 38°] 0 | 006 | 86 
sulfo-d,l-leueyl-glycin in 10 | 004 | 5,7 
10ecem 5n-NaOH (0,05 1,75 | 004 | 5,7 
mol.) 8,75 | 0,17 15,7 
24 10,0945 g §- Naphthalin- | 100° 0,27 | 0,22 31,4 
sulfo-d,l-leucyl-glycin in 0,69 | 0,45 64,3 
5ecm 2n-NaOH (0,05 1,11 | 0,71 101 
mol.) | 
25 | 0,2395 g d,l-Leucyl-d,l- | 38° 0 1,17 — 
leucin in 10cem n-NaQH 0,83 1,17 — 
(0,1 mol.) 2,18 1,24 6,0 
10,18 1,21 8,4 
26 | 0,1339 g d,l-Leucyl-d,l- | 38° 0 0,67 — 
leucin in 10cem 3n- 0,96 0,66 — 
NaOH (0,05 mol.) 12,96 0,68 1,5 
25,96 0,77 | 14,9 
| 
27 | 0,1864 g d,l-Leucyl-glycin | 38° 0 1,39 _— 
in 10cem n-NaOH (0,1 0,83 1,53 10,1 
mol.) 183 | 1,75 25,9 
2,83 1,94 39,2 
4,83 212 | 52,1 
6,83 220 | 58,3 
11,83 2,48 78,0 
26,83 2,71 94,6 
28 | 0,0309 g Benzoyl-d,l-leu- | 38° 0 | 0,37 52,8 
eyl-glycin 1,0 0,54 77,1 
0,0269 g Benzoyl-d,1l-leucin 2,0 0,64 91,4 
0,0086 g Glykokoll in 5cem 3,63 0,73 | 104 
n-NaQH (0,05 mol.) | | 
| 
29 | 0,2217g Oleoyl-d,l-leucyl- | 100°] 0 — 010 | 14,8 
glycin in 10 ecm n-NaOQH 033 | O51 #+|~ 72,0 
(0,05 mol.) 0,50 0,69 98,6 
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2. Aufarbeitung von Spaltungsversuchen. 
a) Benzoyl-d,l-leucyl-glycin. 

Von einer Lésung von 0,6766 g Benzoyl-d,1-leucyl-glycin 
in 46,5ccm n-Natronlauge wurden nach 4,1 tigigem Stehen bei 
38° (1ccm der Lésung enthielt dann 0,72 mg Aminostickstoff 
(= 103°/,)) 40ccm mit 12 ccm 5n-Salzsiure angesiiuert und 
5 mal ausgeiithert. Die iiber Natriumsulfat getrocknete Ather- 
lésung hinterlieB beim Eindunsten 0,4355 g Riickstand, aus dem 
durch zweimalige Extraktion mit siedendem Ligroin (je 2Stdn.) 
nichts herausgelést werden konnte. Er enthielt somit keine 
Benzoesiure. Die Analyse der nicht weiter gereinigten Sub- 
stanz und der Schmelzpunkt von 135°C zeigten an, daB es 
sich um Benzoyl-d,l-leucin handelte. 

0,0229 g Substanz verbrauchten 0,99 cem n/10-HCI. 


Fiir C,;H,,O,N Ber. 5,97°/, N Gef. 6,06 °/, N 
Ber. 0,468 g Ausbeute. Gef. 0,4355 g (93,3 °/, d. Th.). 


b) Benzoyl-d,l-leucyl-leucin. 

Von einer 0,05 molaren Liésung von Benzoyl-leucyl-leucin 
in n-Natronlauge, die in 1 ccm nach 12stiindigem Erwirmen 
auf 100° 0,72 mg Aminostickstoff (= 103°/,) enthielt, wurden 
3,15 ccm (entsprechend 0,0550 g Dipeptid oder 0,0193 g 
Benzoesdiure) mit 3ccm 5°/,iger Salzsiure angesiuert und 
dann dreimal ausgeiithert. Die getrocknete Atherlésung hinter- 
lieB 0,0395 g Riickstand. Von diesem blieb nach zweimaliger 
Extraktion mit siedendem Ligroin noch ein Teil ungelést. In 
diesem wurde unverdndertes Benzoyl-leucyl-leucin nachgewiesen. 
Aus der Ligroinlésung lie8 sich nach Verdunsten des Ligroins 
Benzoesiure gewinnen. Der Gewichtsverlust durch Sublimation 
aus dem siedenden Wasserbad betrug 0,0103 g = 53,4°/, der 
Gesamtbenzoesiure. 


c) Oleoyl-d,l-leucyl-glycin. 

3,0 ccom einer 0,05 molaren Liésung von Oleoyl-leucyl- 
glycin in n-Natronlauge, die 98,6°/, Zuwachs an Aminostick- 
stoff zeigte, wurden nach Ansiuern mit 3,6 ccm n-Schwefel- 
siure mit Ather ausgeschiittelt. Die Atherlésung gab 0,0589 g 
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jligen Riickstand. Dieser wurde in Alkohol gelést. Die Hialfte 
davon verbrauchte bei der Titration 4,80 ccm n/50-NaOH (Phenol- 
phthalein). Die andere Halfte ergab 3,82°/, Gesamtstickstoff (nach 
Kjeldahl verbraucht 0,80 ccm n/10-HCl). Berechnet als in- 
direkte Analyse 23,0 mg Olsiure; 36,8 mg Oleoyl-leucyl-glycin; 
Q mg Oleoyl-leucin. Es sind also 34,6°/, der Olsiiure ab- 
gespalten worden. 
d) Propionyl-d,l-leucyl-glycin. 

Vorversuche ergaben, daB sich freie Propionsiure durch 
Wasserdampfdestillation in wenigen Minuten aus einer mit 
Schwefelsiure schwach angesiuerten Lésung austreiben laBt, 
wihrend das Dipeptid dabei nicht angegriffen wird. Im De- 
stillat laBt sich die Saure mit Phenolphthalein gegen n/10- 
Natronlauge titrieren. Entsprechendes gilt fiir Butter- und 
Isovaleriansiure. 

0,1212 g Propionyl-leucyl-glycin in 10 com n-NaOH zeigten 
nach 6 Tagen bei 38° 95,5°/, Zunahme an Aminostickstoff. 
8,57 ccm der Lésung wurden mit 8,7 ccm n/1-H,SO, versetzt 
und mit Wasserdampf abdestilliert. Das Destillat verbrauchte 
nur 0,30 com n/10-NaOH. Ber. fiir abspaltbare Propionsiure 
4,25 ccm n/10-NaOH. 


e) Butyryl-d,l-leucyl-glycin. 
0,1292 g Butyryl-leucyl-glycin in 10 com n-NaOH gaben, 
12 Tage bei 38° aufbewahrt, in 1 ccm der Lésung 0,70 mg 
Aminostickstoff (= 100°/,). Das Destillat der analog durch- 
gefiihrten Wasserdampfdestillation von 9 ccm neutralisierter 
Lésung verbrauchte 0,20 ccm n/10-NaOH. 
Ber. fiir abspaltbare Butterséure 4,50 ccm n/10-NaOH. 


f) Isovaleryl-d,l-leucyl-glycin. 
0,1356 g Isovaleryl-leucyi-glycin in 10 ccm n-NaOH ent- 
hielten nach 12 Tagen bei 38° in 1 ccm Lésung 0,75 mg 
Aminostickstoff (= 107°/,). Das Destillat von 9 ccm verbrauchte 


0,30 com n/10 NaOH. 
Ber. fiir abspaltbare Isovaleriansiure 4,49 ccm n/10-NaOH. 
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3. Darstellung der noch nicht bekannten Verbindungen. 
Chloracetyl-d,l-leucyl-glycin. 


5g d,l-Leucyl-glycin, in 26,5 ccm n-Natronlauge gelést 
(1 Mol.), werden mit 6 g Chloracetylchlorid (2 Mol.) durch ab- 
wechselnde Zugabe von diesem und von 66,3ccm n-Natron- 
lauge (2,5 Mol.) in kleinen Portionen unter Schiitteln und 
Kihlen in Kaltemischung gekuppelt. Nach Neutralisieren mit 
18,6 com 5n-Salzsiure wird die Lésung im Vakuum auf das 
halbe Volumen eingeengt. Uber Nacht fallt beim Stehen im 
Eisschrank der gré8te Teil des Reaktionsproduktes, bisweilen 
zunichst dlig, aus. Reste lassen sich durch weiteres Einengen 
der Lésung und Ausithern gewinnen. Ausbeute an Roh- 
produkt 5,7 g (81,5°/, der Theorie) Die Verbindung laBt 
sich aus Wasser umkrystallisieren. Sie krystallisiert daraus in 
farblosen, langen Nadeln und schmilzt bei 145°C. Sie ist in 
Alkohol leicht, in Ather schwer ldslich. 
0,0347 g Substanz verbrauchten 2,57 ccm n/10-HCl; 11,775 mg 
Substanz gaben 6,520 mg AgCl. 
Fiir C,,H,,0,N,Cl Ber. 10,58, N _13,402/, Cl 
Gef. 10,40, ,,  13,71,,  ,, 





Glycyl-d,l-leucyl-glycin. 


Kine Lésung von 3,2 g Chloracetyl-leucyl-glycin in 17 ccm 
25°/ igem Ammoniak wird nach dreitigigem Stehen bei 38° 
im Vakuum zur Trockne gebracht und der Riickstand zur 
Kntfernung des Ammonchlorids mehrfach mit absolutem Al- 
kohol ausgekocht. Ausbeute 1,8 g (60°/, der Theorie). Das 
Tripeptid laBt sich durch Ausfallen aus seiner wa8rigen Losung 
mit Alkohol unter Zusatz von Ather reinigen. Es krystalli- 
siert in haarfeinen Nadeln, die zu strahligen Biischeln ver- 
einigt sind. Es lést sich in Wasser ziemlich leicht, in Alkohol 
sehr schwer und ist in Ather, Essigester und Methanol un- 
loslich. Zersetzung unter Aufschiumen bei 232° C. 


0,0402 g Substanz verbrauchten 5,87 ccm n/10 HCl. 
Fiir C,,H,,0O,N; Ber. 17,16°/, N Gef. 16,98°/, N. 
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Chloracetyl-d,l-leucyl-d,l-leucin. 

Die Darstellung erfolgt analog der des Chloracetyl-leucy]- 
glycins aus 5g d,l-Leucyl-d,l-leucin in 20,5 ccm n-Natronlauge 
und 4,6 g Chloracetylchlorid mit 51,3 ccm n-Natronlauge. 
Nach der Neutralisation mit 15 ccm 5n-Salzsiure fallt das 
Kupplungsprodukt harzig aus und wird abgesaugt. Weitere 
Mengen lassen sich durch EKinengen des Filtrates und Aus- 
ithern gewinnen. Ausbeute an Rohprodukt 4,8 g (= 84°/, 
der Theorie). Die Verbindung ist in Alkohol leicht, in Ather 
léslich, 14Bt sich aus Wasser umlésen und ist auch aus der 
Atherlésung mit Petrolather fallbar. Schmelzpunkt des reinen 
Produktes bei 138° nach vorherigem Sintern ab 136° C. 


0,0366 g Substanz verbrauchten 2,25 eem n/10-HCl; 12,205 mg’ 
Substanz gaben 5,585 mg AgCl. 


Fir C,,H,,0,N.Cl Ber. 8,74°/, N _—‘11,06°/, Cl 
Gef. 8,62,, ,, 11,29, ,, 


Glycyl-d,l-leucyl-d,l-leucin. 

4,8 g Chloracetyl-leucyl-leucin werden in 25 ccm Ammo- 
niak von 25°/, gelést und 3 Tage bei 38° aufbewahrt. Die 
Lésung wird dann im Vakuum zur Trockne gebracht und der 
Riickstand mit Alkohol ausgekocht. Ausbeute 2,9 g (= 64,5°/, 
der Theorie). Das Tripeptid ist in Wasser leicht, in Methanol 
mittel und in Alkohol sehr wenig léslich, fast unléslich in 
Aceton und Essigester, lést sich nicht in Chloroform und 
Petrolither. Aus wiaBriger Lésung krystallisiert es nach Zu- 
satz von Alkohol und Ather in farblosen, flachen Rhombo- 
edern aus. Er zersetzt sich bei 227° C. 

0,0606 g Substanz verbrauchten 5,99 ecm n/10-HCI. 

Fir C,,H,,0,N, Ber. 13,97°/, N Gef. 13,83°/, N. 


Benzoyl-d,l-leucyl-d,l-leucin. 

1,1 g d,l-Leucyl-d,l-leucin werden in 7 Mol. Natrium- 
bicarbonat (2,4 g NaHCO, in 40 ccm Wasser) gelést und 3 Mol. 
Benzoylchlorid (1,7 g) nach und nach unter starkem Unm- 
schiitteln innerhalb einer Stunde hinzugefiigt. Nach Ansauern 
mit 6 ccm 5n-Salzsiure fillt das Reaktionsprodukt aus. Der 
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Krystallbrei wird einige Stunden bei 0° belassen, dann ab- 
gesaugt und mit Wasser ausgewaschen. Der Riickstand wird 
zur Entfernung der Benzoesiure etwa dreimal mit Ligroin am 
RiickfluBkiihler ausgekocht. Ausbeute 0,7 g (50°/, der Theorie). 
Das Produkt ist in Ather fast unléslich, in Wasser sehr 
schwer und in Alkohol leicht léslich. Aus der alkoholischen 
Lésung laBt es sich mit Wasser ausfaillen. Es ist amorph, 


sintert ab 183° und schmilzt bei 185° C. 
0,0708 g Substanz verbrauchten 3,94 cem n/10-HCL. 


Fiir C,,H,.0,N, Ber. 8,05°/, N Gef. 7,80°/, N. 


Benzoyl-glycyl-d,l-leucyl-glycin. 

Darstellung, wie obenstehend, aus 1 g Glycyl-d,1-leucyl- 
glycin in 2,4 g Natriumcarbonat und 40 ccm Wasser mit 1,8 g 
Benzoylchlorid. Ausbeute an gereinigtem Produkt: 0,8 g 
(56°/, der Theorie). Die Verbindung ist in Alkohol und Me- 
thanol sehr leicht, in Aceton und Wasser ldslich, in Ather 
fast, in Ligroin ganz unléslich. Aus konzentrierter, wiBriger 
Lésung krystallisiert sie in drusenférmigen Aggregaten aus, 


die aus kleinen Krystillchen bestehen. Schmelzp. 177° C. 
0,0300 g Substanz verbrauchten 2,60 cem n/10 HCl. 


Fiir C,,H,,0;N, Ber. 12,04°/, N Gef. 12,139, N. 


Benzoyl-glycyl-d,l-leucyl-d,l-leucin. 

Darstellung, wie oben, aus 1 g Glycyl-d,l-leucyl-d,l-leucin 
in 2g NaHCO, und 40 ccm Wasser mit 1,5 g Benzoylchlorid. 
Ausbeute an reiner Substanz: 0,9 g (67°/, der Theorie). Das 
Produkt lést sich in Methanol und Alkohol sehr leicht, in 
Ather und Wasser sehr schwer, nicht in Petroliither und 
Ligroin. Durch Wasser wird die Verbindung aus ihrer alko- 
holischen Lésung in amorphem Zustande gefallt. Schmelzp. 117 
bis 118° C. 

0,0471 g Substanz verbrauchten 3,54 cem n/10-HC1. 

Fir C,,H.,0,N, Ber. 10,379/, N Gef. 10,52°/, N. 


p-Nitrobenzoyl-d,l-leucyl-glycin. 
1g d,l-Leucyl-glycin wird in 20 ccm einer 10°/,igen 
NaHCO,-Lésung geldst. Im Verlaufe von 11/, Stunden werden 


Bp 
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unter kriftigem Schiitteln zugefiigt. Nach Neutralisieren mit 
Salzsiiure wird die Benzolschicht abgehoben, der Niederschlag 
in der waBrigen Loésung iiber Nacht im Kisschrank stehen ge- 
lassen und danach abgesaugt. Die Verbindung wird zur 
Reinigung mehrfach aus Wasser umkrystallisiert. Ausbeute 
an reinem Produkt: 0,4 g (22,2°/, der Theorie). Die Substanz 
ist in Ather kaum, in Alkohol ziemlich leicht léslich. Sie kry- 
stallisiert in langen, schwach gelblichen Prismen und schmilzt 
bei 184° C. 

5,990 mg Substanz gaben 0,62 ecm N, (18°, 742 ccm), 

Fir C,,H,,.O,N, Ber. 12,48°/, N Gef. 11,87°/, N. 


2g p-Nitrobenzoylchlorid in 25 ccm Benzol portionsweise 


8-Naphthalinsulfo-d,l-leucyl-d,l-leucin. 

1 g d,l-Leucyl-d,l-leucin, in der berechneten Menge (4,1 ccm) 
n-Natronlauge gelést, wird mit 2,2 g 3-Naphthalinsulfochlorid 
(2 Mol.) in 25 cem Ather im ganzen vier Stunden geschiittelt, 
wobei nach je einer Stunde noch dreimal die gleiche Menge 
(4,1 ccm) n-Natronlauge hinzugefiigt wird. Nach Abtrennung 
des Athers wird die wiibrige Lésung filtriert und mit 3,3 ccm 
5n-Salzsiiure angesiiuert. Das ausgefallene Produkt bleibt 
einige Stunden bei 0° stehen, bevor es abgenutscht wird. 
Ausbeute an Rohprodukt 1,7 g. Die Verbindung ist in Al- 
kohol und Methanol leicht, in kaltem Wasser sehr schwer, in 
warmem etwas leichter léslich, und in Ather fast unldslich. 
Sie 14Bt sich durch Fallen mit Wasser aus der alkoholischen 
Lésung reinigen. Ausbeute an reiner Substanz: 1,2 g (67°/, 
der Theorie) vom Schmelzp. 158° C nach vorherigem Sintern 
ab 156° C. 

0,0628 g Substanz verbrauchten 2,80 ecm n/10-HCI. 

Fir C,,H,,0;NyS Ber. 6,46°/, N Gef. 6,25°/, N. 


f-Naphthalinsulfo-glycyl-d,l-leucyl-glycin. 
Darstellung, wie oben, aus 1 g Glycyl-d,l-leucyl-glycin in 
4,1 ccm n-Natronlauge und 8,2 com Wasser mit 1 g §-Naph- 
thalinsulfochlorid in 30 com Ather unter dreimaliger Zugabe 
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von je 4,1 ccm n-Natronlauge. Das Reaktionsprodukt fillt 
beim Ansiuren harzig aus, wird jedoch nach einiger Zeit fest. 
Ks ist amorph, lést sich leicht in Methanol, Alkohol, Aceton und 
(ssigester, schwer in Wasser, in der Warme etwas leichter, 
kaum in Ather. Durch Wasser wird es aus der alkoholischen 
Lésung gefallt. Ausbeute an Rohprodukt 1,7 g. Schmelzpunkt 
der reinen Verbindung 158° C. 

0,0305 g Substanz verbrauchten 2104 ecm n/10-HCI. 

C,,H,,0,N,S Ber. 9,65°/, N Gef. 9,40°), N. 


3-Naphthalinsulfo-glycyl-d,l-leucyl-d,l-leucin. 


Darstellung analog der vorstehenden aus 1 g Glycyl-d,l- 
leucyl-d,l-leucin in 3,3 ccm n-Natronlauge und 6,6 ccm Wasser 
mit 1,5 g #-Naphthalinsulfochlorid in 80 ccm Ather unter drei- 
maliger Zugabe von je 3,3 ccm n-Natronlauge. Beim Neutrali- 
sieren mit 2,7 ccm 5n-Salzsiure fallt das Reaktionsprodukt 
als Harz aus, wird aber nach einiger Zeit fest. Ausbeute an 
Rohprodukt 1,3 g. Es ist in Alkohol und Methanol leicht, in 
Wasser sehr schwer, in Ather kaum ldslich. Aus der alko- 
holischen Lésung wird es durch Wasser zunichst dlig gefiallt, 
spiter erstarrt es amorph. Schmelzpunkt der so gereinigten 
Verbindung nach vorherigem Sintern bei 140° C. 


0,0385 g Substanz verbrauchten 2,14 cem n/10-HC]. 26,355 mg 
Substanz gaben 12,520 BaSQ,. 


Fiir C,,H,,0,N,8 Ber. 8,55°/, N 6,52°/, S 
Gef. 7,80,, ,, 6,53 5, ., 


Propionyl-d,l-leucyl-glycin. 


2g d,l-Leucyl-glycin werden in der ber. Menge (11 ccm) 
n-Natronlauge gelést und unter Schiitteln und Kihlen in 
Kaltemischung mit 2 g Propionylchlorid (2 Mol.) gekuppelt, 
das in kleinen Portionen abwechselnd mit 25 ccm n-Natronlauge 
innerhalb von 20 Minuten hinzugefiigt wird. Nach Ansiuren mit 
7,3 com 5n-Salzsiure wird die Lésung im Vakuum eingeengt, 
das dabei ausfallende Produkt auf 0° abgekihlt und abgesaugt. 
Ausbeute 1,2 g (46°/, der Theorie). Es lést sich in Wasser, 


a | 
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Alkohol, Methanol ziemlich leicht, in Essigester, Chloroform, 
Aceton schwer, in der Warme leichter, in Ather wenig. Das 
aus Essigester umkrystallisierte Produkt schmilzt bei 140° C. 
Es krystallisiert in langen, schmalen Prismen, die ver- 
zweigt sind. 

0,0482 g Substanz verbrauchten 3,90 cem n/10-HCIl. 

Fiir C,,H,,0,N. Ber. 11.479/, N. Gef. 11,33°/, N. 


Butyryl-d,l-leucyl-glycin. 


2g d,l-Leucyl-glycin in 11 ccm n-Natronlauge werden, 
wie vorstehend, mit 2,4 g Butyrylchlorid und 25 ccm n-Natron- 
lauge gekuppelt. Beim Ansiuren und Abkiihlen in Eis fallt 
das Reaktionsprodukt aus. Ausbeute 1,4 g (51°/, der Theorie). 
Ks ist in Wasser, Alkohol, Methanol leicht, in Aceton, Essig- 
ester mittel, in Chloroform schwer léslich, in Ather, Benzol, 
Petrolither unléslich, Zur Reinigung wird es aus Aceton 
umkrystallisiert. Ks kommt in farblosen Rhomboedern vom 
Schmelzp. 150° C heraus. 


0,0398 g Substanz verbrauchten 3,04 cem n/10-HCL. 
Fiir C,,H,,0,N, Ber. 10,829), N Gef. 10,70°/, N. 


Isovaleryl-d,l-leucyl-glycin. 


2 g d,l-Leucyl-glycin in 11 ccm n-Natronlauge werden, wie 
oben, mit 2,6 g Isovalerylchlorid und 22,5 ccm n-Natronlauge 
gekuppelt. Nach Ansiuren mit 7 ccm 5n-Salzséure und 
Stehen iiber Nacht in Eis wird das Reaktionsprodukt ab- 
gesaugt. Ausbeute 1,3 g (45°/, der Theorie). Es ist in Al- 
kohol und Methanol leicht, in kaltem Essigester und Aceton 
schwer, in warmem leichter und in Chloroform schwer ldslich; 
in Ather, Petrolither und Benzol unldéslich. Aus Wasser lait 
es sich umkrystallisieren. Die Krystalle sind farblose, hiufig 
zu Biischeln vereinigte derbe Prismen mit zugespitzten Enden 
vom Schmelzp. 180—181° C. 


0,0487 g Substanz verbrauchten 3,58 eem n/10-HC1. 
Fiir C,,H,,O,N, Ber. 10,29°/, N Gef. 10,30°/, N. 
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Benzolsulfo-d, l-leucyl-glycin. 


Die Kupplung von Leucyl-glycin in Sodalésung mit 
Benzolsulfochlorid ergab wegen dessen Bestindigkeit gegen 
Natriumcarbonat keine bessere Ausbeute, als derselbe Versuch 
in einer Lésung von Natronlauge. Es wurde daher 1 g d,l- 
Leucyl-glycin in 5,3 ccm n-Natronlauge gelést. Im Verlaufe 
einer Stunde wurden dann abwechselnd 2,8 g Benzolsulfochlorid 
(3 Mol.) und 16 ccm n-Natronlauge zugegeben. Nach dieser 
Zeit wird von etwa noch unverindertem Benzolsulfochlorid 
abgegossen, die wiBrige Lésung mit 4,2 ccm 5n-Salzsaure an- 
gesiiuert und abgekihlt. Es fallt ein zihfliissiges, gelbbraunes 
Ol aus, das nicht krystallisiert und in Alkohol leicht, in 
Chloroform, Essigester ziemlich gut, in Aceton, Wasser, Benzol 
sehr schwer léslich ist. In Ather und Petrolither ist es un- 
léslich. Zur Reinigung wird es aus alkoholischer Lésung mit 
Wasser mehrmals umgefillt. Das Ol wurde zur Analyse bei 
100° im Vakuum getrocknet. 


0,0358 g Substanz verbrauchten 2,07 cem n/10-HCl; 22,595 mg 
Substanz gaben 14,895 mg BaSQ,. 


Fiir C,,H,,0O,N,S Ber. 8,53°/, N 9,77°/, S 
Gef. 8,10 ,, 5, 9,06 ,, ,, 


Oleoyl-d,l-leucyl-glycin. 

Der Versuch, Olsiurechlorid mit Leucyl-glycin in Bi- 
carbonatlésung zu kuppeln, gelang nicht. Die Hauptmenge des 
Chlorids wurde nur verseift. 

2,5 g d,l-Leucyl-glycin-athylester (aus dem Chlorhydrat 
des Esters in alkoholischer Lésung durch Neutralisieren mit 
Natriumithylat freigemacht und nach Abfiltrieren vom aus- 
gefallenen Kochsalz im Vakuum durch mehrfaches Abdestil- 
lieren mit Chloroform zur Trockne gebracht) wurden in Chloro- 
form gelést. Von etwas Leucyl-glycin-anhydrid wurde abfiltriert 
und dann mit 3,6 g Oleinsaurechlorid in Kiskihlung gekuppelt. 
Zur Bindung der freiwerdenden Salzsiure wird das Reaktions- 
gemisch mit einer wiBrigen Bicarbonatlésung itiberschichtet. 
Die abgetrennte und iiber Natriumsulfat getrocknete Chloro- 
formlésung wird dann im Vakuum zur Trockne gebracht, der 
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dlige Riickstand zur Entfernung letzter Reste unveranderten 
Siurechlorids in 25 ccm alkoholischer n-Natronlauge unter 
Zusatz von etwas Ather gelést und eine halbe Stunde ge- 
schiittelt. Beim Neutralisieren mit wiaBriger n-Salzsiure 
scheidet sich ein Ol aus, das im Exsiccator zum Teil kry- 
stallinisch erstarrt. Durch Verreiben mit etwas Petrolather 
und Abpressen auf Ton lassen sich die Krystalle von der an- 
haftenden Olsiiure befreien. Sie sind in Alkohol, Methanol, 
Aceton, Chloroform leicht, in Petrolither und Wasser nicht 
léslich. Aus Ather JaBt sich die Verbindung umlésen. Sie 
krystallisiert daraus in derben Nadeln vom Schmelzp. 129° ©. 

0,0278 g Substanz verbrauchten 1,32 cem n/10-HCI. 

Fir C,,H,,0,N, Ber. 6,19°/, N Gef. 6,65°/, N. 








Uber die Oxysduren der Cerebroside des Gehirns. 


(7. Mitteilung iiber Cerebroside.)}) 
Von 
E. Klenk. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. Januar 1928.) 


Neben der Cerebronsiure, der man bis jetzt allgemein die 
Formel C,,H,,O, zuerkannte, fand sich in den verschiedensten 
von mir untersuchten Cerebrosidfraktionen eine ungesittigte 
Oxysiure von ‘hnlicher Zusammensetzung. Wie sich jetzt 
herausgestellt hat, sind die beiden Saéuren nahe miteinander 
verwandt, denn die ungesattigte Oxysaure geht bei der kata- 
lytischen Hydrierung unter Aufnahme von 1 Molekiil Wasser- 
stoff in Cerebronsadure iiber. Demnach miiBte der ungesittigten 
Oxysiiure die Formel C,,H,,0, zukommen. Diese Méglichkeit 
wurde zwar bereits diskutiert, aber die friiher durchgefiihrten 
Analysen hatten Werte ergeben, die durchaus zugunsten der 
Formel C,,H,,0, sprachen. Eine Nachpriifung hatte dasselbe 
Resultat. Vor allem deutete das durch Titration ermittelte 
Aquivalentgewicht wieder eindeutig auf die Formel mit 
24 Kohlenstoffatomen. 

So war unter anderem auch in Erwagung zu ziehen, ob 
in der Cerebronsiure nicht eine Siure C,,H,,O, vorliegt. Fiir 
diese Méglichkeit blieb nach genauer Durchsicht der Literatur 
allerdings wenig Hoffnung. 

Die Cerebronsiure ist nach ihrer Auffindung durch Thier- 
felder’), der auch auf Grund einer Reihe von Elementar- 





) Friithere Mitteilungen: Diese Zs. Bd. 145, 8. 244 (1925); Bd. 153, 
S. 74 (1926); Bd. 157, S. 283, 291 (1926); Bd. 166, S. 268, 287 (1927). 
*) Diese Zs. Bd. 48, S, 26 (1904). 
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analysen die Formel aufstellte, wiederholt von verschiedenen 
Seiten mit immer gleichem Ergebnis durchanalysiert worden. 
Vor allem aber lieBen die eingehenderen Untersuchungen von 
Levene und Mitarbeiter’) kaum mehr einen Zweifel an der 
Richtigkeit der Formel C,,H.,O, zu. Von grundlegender Be- 
deutung fiir die Konstitution der Siure wurde ihre Beob- 
achtung, daB bei der Oxydation mit Kaliumpermanganat Ligno- 
cerinsiure C,,H,,O, entsteht. Da dieser Befund auch fiir die 
Entscheidung der vorliegenden Frage ausschlaggebend sein 
muBte, beschloB ich — um Sicherheit zu bekommen — diese 
Versuche nachzupriifen. Dabei erhielt ich ebenfalls eine der 
Lignocerinsiure sehr &hnliche Saiure, aber nach meinen Fest- 
stellungen handelt es sich um eine Trikosansiure C,,H,,0, 
vom Schmelzp. 78,5° Die synthetische n-Trikosansiiure schmilzt 
nach Levene und Taylor?) bei 80—81°. 

Ich habe diese Versuche mit verschiedenen Cerebronsiure- 
priparaten, die teils aus weitgehend gereinigten Cerebron teils 
aus Cerebrosidgemischen gewonnen waren, mehrfach wieder- 
holt. Weiter wurden die Versuchsbedingungen durch An- 
wendung kleinerer Permanganatmengen variiert. Immer wurde 
neben kleineren oder gréBeren Mengen unverinderter Cerebron- 
sure die Siure C,,H,,0, und nie eine mit héherem Aquivalent- 
gewicht erhalten. 

Bei der Oxydation des Hydrierungsproduktes der un- 
gesittigten Oxysiure war das Resultat nicht ganz so eindeutig. 
Ks ist aber nicht daran zu zweifeln, daB auch hier im wesent- 
lichen dieselbe Siiure vorlag. 

Damit mu8 man wohl die seitherige Ansicht, da die 
Cerebronsiiure eine a«-Oxypentakosansiure ist, aufgeben und 
zwischen folgenden beiden Strukturformeln wihlen: 

I C,,H,,CHOHCH,COOH (C,;H,,03) , 
Il C,,H,,CHOHCOOH (C,,H,,0,) - 
Da nach Brigl*) mit groBer Wahrscheinlichkeit damit 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 12, S.381 (1912); Bd. 14, S. 257 (1913); 
Bd. 15, S. 193 (1913); Bd, 16, S, 477 (1913); Bd. 52, S. 227 (1922). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 59, S. 921 (1924). 
3) Diese Zs. Bd. 95, S. 192 (1915). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXIV. 15 
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zu rechnen ist, da die Hydroxylgruppe in «@-Stellung sitzt, 
so verdient vielleicht doch IJ den Vorzug, um so mehr als 
diesen Oxysiuren zweifellos eine gewisse Neigung zur An- 
hydridbildung zukommt, so daB die fiir diese Formel bei der 
Elementaranalyse und bei der Titration vielfach etwas zu 
hoch ausfallenden Werte schon durch eine sehr geringe Bei- 
mengung von Anhydrid verursacht sein kénnten. 

Ich ging nun dazu iiber, den Ort der doppelten Bindung 
in der ungesittigten Oxysiure zu ermitteln. Durch Ozonabbau 
wurde als einzige Monocarbonsiure Pelargonsiure C,H,,0, 
erhalten. Weiter konnte gezeigt werden, daB nach anschlieBen- 
der Oxydation des Spaltgemisches mit Kaliumpermanganat 
wahrscheinlich die Dodecan 1:12 Dicarbonsiure C,,H,,0, auf- 
tritt. Den Analysen der einzelnen Fraktionen entsprechend 
miibte diese Siure die Hauptmenge der Dicarbonsiurefraktionen ( 
ausmachen. Kigentiimlicherweise aber schmolzen die Haupt- 
fraktionen, die bei der Analyse bereits annihernd richtige 
Werte ergaben, um etwa 35° niedriger wie die daraus er- 
haltene héchstschmelzende Fraktion und auch letztere hatte 
noch einen um 8-—10° niedrigeren Schmelzpunkt wie die 
synthetische Dodecan 1:12 Dicarbonsiure. Da8 jedoch min- 
destens in der héchstschmelzenden Fraktion im wesentlichen 
diese Siure vorlag, zeigte der Schmelzpunkt einer Mischprobe. 

Die Frage, ob die kleinen Mengen von Verunreinigungen 
anderer Art, die in den einzelnen Fraktionen zweifellos noch 
vorhanden waren, eine derart starke Schmelzpunktserniedrigung 
bewirken, oder ob neben der einen Saiure noch eine andere | 
niedriger schmelzende von derselben Zusammensetzung zugegen 
ist, muB offen gelassen werden. Im letzteren Fall wire wohl 1 
in erster Linie an sog. allotrope Formen zu denken, wie sie  @H,(CI 
Ruzicka’) annimmt, um die bei derartigen Dicarbonsiuren haufig 
beobachteten Schmelzpunktseigentiimlichkeiten zu erkliren. 

Das Spaltungsergebnis bildet eine weitere Stiitze dafiir, 
daB diese Oxysiuren in der Tat keine «-Oxysiuren mit 
25 Kohlenstoffatomen sind, denn in diesem Fall hitte man | 


Fn EE cast 


CH, 





') Helv. Chim. Acta, Bd. 10, 8. 683 (1927). 
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neben der Pelargonsiure an Stelle der Siiure C,,H,,0, als 
Hauptprodukt eine solche von der Zusammensetzung C,,H,,0, 
erhalten miissen. Solche héheren Homologen waren wahr- 
scheinlich tiberhaupt nicht vorhanden, sicher nicht in nennens- 
werten Mengen. 

Demnach diirfte die Natur der ungesittigten Oxysiure 
im wesentlichen geklirt sein. Mit Riicksicht auf ihre Ver- 
wandtschaft zur Cerebronsiure kommen folgende beiden Struk- 
turformeln in Frage 


III CH,(CH,), CH=CHC,,H,,CHOHCH,COOH (C,,H,,03) ) 
IV OH,(CH,),CH=CHC,,H,,CHOHCOOH (CogH ios) . 


Aus Griinden, die bereits oben erértert wurden, verdient IV 
den Vorzug. EjinigermaBen zweifelhaft ist noch die Art der 
Kohlenstoffkette zwischen der doppelten Bindung und der 
Hydroxylgruppe. Wabhrscheinlich besitzt auch dieser Teil der 
Kette keine Verzweigung. 








H. 
OH,(CH,),CH=CHC,,H,,CHOHCOOH ~—-*-"——->_ (,, H,, CHOHCOOH 
Ungesittigte Oxysiiure Cerebronsiiure 
a +0, ————__--—_—___— 
i 
| | " 
Y Y Y Bs 
CH,(CH,),CHO  OHCO,,H,,CHOHCOOH HOOCC,,H,,CHOHCOOH = 
g . 
fe Af 
: a: 
Y y Y Y 
H,(CH,), COOH HOOCC,,H,,COOH C,,H,,COOH 


Die ungesittigte Oxysiure ist dann als a-Oxynervonsiure 
anzusprechen, denn wie friiher') festgestellt wurde, befindet 
sich die doppelte Bindung bei der Nervonsiure C,,H,,O, an 
derselben Stelle, da der Ozonabbau ebenfalls zu Pelargonsaure 
und auBerdem aber zu Tridecan 1:13 Dicarbonsiure C,,H,,0, 





1) Diese Zs, Bd. 166, 8. 287 (1927). 
15* 
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fiihrte.*) Dementsprechend mu8 man dann die Cerebronsiure 
als «-Oxylignocerinsiiure ansprechen. Da bei der katalytischen 
Hydrierung die ungesattigte Oxysiure in Cerebronsiiure und 
andererseits die Nervonsiure in Lignocerinsiure') tibergeht; 
so diirfte damit die gegenseitige Beziehung der vier in den 
Cerebrosiden vorkommenden Fettsiuren befriedigend gekenn- 
zeichnet sein. Auffallend ist die Tatsache, daB die Stellung 
der doppelten Bindung bei den beiden ungesittigten Siuren 
in bezug auf die endstindige Methylgruppe iibereinstimmt mit 
derjenigen bei der Olsiiure. 

Offenbar handelt es sich hier um eine ganze Gruppe von 
Fettsiuren mit 24 Kohlenstoffatomen. Sie sind nicht nur 
Bausteine der Cerebroside, sondern kommen auch in den 
Phosphatiden vor. So findet sich die Lignocerinsiure nach 
Levene?) in dem Sphingomyelin. Da andererseits das der 
Menge nach vorherrschende und wichtigste Phosphatid, das 
Kephalin, im wesentlichen Saéuren mit 18 gliedriger Kohlen- 
stoffkette**) enthalt, so scheinen — nach dem heutigen Stand 
unserer Kenntnisse — diese beiden Gruppen bei weitem die 
Hauptmasse der Gesamtfettsiuren der Gehirnlipoide auszu- 
machen. In beiden Fallen ist die Zahl der Kohlenstoffatome ein 
Vielfaches von 6. Dieses eigenartige Zahlenverhiltnis muB dann 
als erstes Anzeichen eines Stoffwechselvorganges von allgemeiner 
Bedeutung aufgefabt werden. Doch soll auf diesen Punkt nur 


*) DaB in der Tat die Tridecan 1:18 Dicarbonsiure vorliegt, 
konnte inzwischen einwandfrei bewiesen werden. Eine Mischprobe der 
aus Nervonsiure gewonnenen Siure C,;H,,0, vom Schmelzp. 111—111,5° 
mit der synthetischen Tridecan 1:13 Dicarbonsiure vom Schmelzp. 113° 
(Mischungsverhaltnis 1:1), die ich der Freundlichkeit von Herrn Chuit 
verdanke, zeigte einen Schmelzpunkt von 112—112,5°. Eine Mischprobe 
der ersteren mit der aus der ungesittigten Oxysiiure gewonnenen Di- 
earbonsiiure C,,H,,0, vom Schmelzp. 115—-117T° (Mischungsverhiltnis 1 : 1) 
schmolz dagegen bei etwa 100°. 

**) Nach Levene und Roif [Jl. of Biol. Chem. Bd. 54, S. 92 (1922)] 
enthilt Kephalin auch Arachidonsiiure C,,H,,0,. 

') Diese Zs. Bd. 157, S. 283 (1926). 


*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 15, S. 153 (1918). 
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kurz hingewiesen werden, ohne vorliufig weitere, naheliegende 
Betrachtungen daran anzukniipfen. 


Hydrierung der ungesattigten Oxysaure. 


Die fir die folgenden Versuche als Ausgangsmaterial 
dienende ungesiittigte Oxysiure stammte aus Cerebrosid- 
gemischen, welche nach KE. Klenk?) durch Extraktion mit 
heiBem Aceton aus Menschengehirn gewonnen waren und den 
als CI und CIl bezeichneten Fraktionen entsprachen. Die 
Spaltung des Cerebrosidgemisches, die Gewinnung und Reini- 
gung der Saure erfolgte nach dem friiher beschriebenen Ver- 
fahren.*) Die Weiterverarbeitung schloB sich jeweils unmittel- 
bar an die Darstellung an, da bei lingerem Stehen im Exsic- 
cator die Substanz Sauerstoff aufnimmt. 

Hin bei dieser Gelegenheit erhaltenes Priparat (Schmelz- 
punkt 64,5 —65°) wurde noch einmal durchanalysiert. 


4,900 mg Substanz gaben 13,535 mg CO, und 5,48 mg H,0O. 


5,160 mg - »  14,290mg CO, ,, 5,70 mg H,O. 
0,0653 g " verbrauchten 1,82 cem n/10-alkohol. Natron- 
lauge vom T. 0,9370. 
0,0662 g ‘ ‘é 1,84 ecm n/10-alkohol. Natron- 
lauge vom T. 0,9370. 
0,0671 g - - 1,86 cem n/10-alkohol. Natron- 
lauge vom 'T 0,9370. 
0,0392 g a is 2,01 cem n/10-Bromlésung. 
C H Aquivalentgew. Jodzahl 
Gef. 75,4 °/, 12,4 %/, 383 65,1 
yy TDSD 12,4 384 mt 
eo we 885 ae 
Fiir C,,H,0, Ber. 75,32 12,12 382,5 66,36 
» Cult Da, 13,69 12,20 396,5 64,02 
Die Jodzahl wurde nach Rosenmund und Kuhnhenn’) be- 
stimmt. 


Ein nach vierwéchentlichem Stehen im Exsiceator analysiertes 
Produkt ergab 71,2°/, C und 11,5 °/, H. 





1) Diese Zs. Bd. 166, 8. 272 (1927). 
2) Diese Zs. Bd. 157, S. 293 (1926). 
%) Zs. f. Unters. der Nahrungs- u. GenuBmittel, Bd. 46, S. 154 (19238). 








220 E. Klenk, 


Zur Hydrierung lost man die ungesittigte Oxysiure in 
30 Volumteilen 96°/,igem Alkohol, fiigt +/,,, Teile Palladium. 
chloriir und eine Spur Gummi arabicum, beides in wenig 
Wasser gelést, hinzu, erwirmt auf 60—70° und schiittelt bei 
dieser Temperatur mit Wasserstoff unter einem Uberdruck von 
etwa '/, Atmosphire. Die Wasserstoffaufnahme ist bei Ver- 
wendung von 1—4 g Siaure in spiitestens 1/, Stunde beendet. 

In einem Versuch wurde das aufgenommene Wasserstoft- 
volumen gemessen. 1,32 g der Siure absorbierten 79 ccm 
Wasserstoff. Theorie (fiir C,,H,,0,) 76 ccm. 

Der gegen Ende des Versuchs ausgeflockte Katalysator 
wird abfiltriert. Beim Abkihlen der warmen Loésung auf 
Zimmertemperatur fallt das Hydrierungsprodukt in den nach 
Thierfelder’) fiir Cerebronsiure charakteristischen Formen 
aus. Man filtriert ab und krystallisiert die Siure aus Aceton 
um. Ausbeute 90°/, der Theorie. 


0,1037 g Substanz gaben 0,2858 g CO, und 0,1163 g H,0. 


Gef. 75,2, C 12,6°/, H 
Fiir C,,H,,0, (84,5) Ber. 74,93 12,58 
1» CosH,0, (398,5) > ei 12,65 


0,2850 g Substanz in Pyridin zu 5 ccm gelést. Drehung 
bei Natriumlicht im 2 dem-Rohr + 0,38° 


[a]}? = + 3,83° 


Fiir die Cerebronsiure wurde gefunden [e|}’ =+ 3,41” 
(vgl. unten). Rosenheim’) fand in demselben Lésungsmittel 
(@]i,° =-+ 3,86°, doch wurden von anderen Seiten teils noch 
etwas hodhere, teils aber auch betrachtlich niedrigere Werte 
angegeben.’) 

Die Saiure schmilzt bei 100—101°, ebenso wie die aus 
Cerebron oder Cerebrosidgemischen gewonnene Cerebronsiure. 
Sie nimmt kein Brom auf. Zur Priifung auf Einheitlichkeit 





1) Diese Zs. Bd. 43, S. 26 (1904). 

) Biochem. Jl. Bd. 10, S. 147 (1916). 

*) Zusammenstellung in Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch 
der physiologisch- und pathologisch-chemischen Analyse, 9. Aufl, 
Springer 1924, S. 9). 
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wurde 1 g durch fraktionierte Fallung mit Lithiumacetat aus 
heiBer methylalkoholischer Lésung (50 ccm) in 3 Teile zerlegt. 
Fraktion 1 0,50 g, Fraktion 2 0,32 g, Fraktion 3 0,15 g. Die 
beiden ersten Fraktionen schmolzen bei 100—101° die letzte 
bei 99,5—100,5° 


Oxydation der gesattigten Sauren mit Kaliumpermanganat. 


a) Cerebronsiure. Die im ersten Versuch verwendete 
Cerebronsdure stammte von den oben erwihnten Cerebrosid- 
gemischen, aus welchen auch die ungesattigte Oxysiure ge- 
wonnen war. Sie wurde von der Lignocerinsaéure, die in der 
nach der Spaltung erhaltenen Fraktion der gesittigten Fett- 
siuren noch vorhanden war, abgetrennt durch Fallung mit 
Magnesiumacetat.'!) Die aus Aceton umkrystallisierte Siiure 
schmolz bei 100—101°. 

0,1080 g Substanz gaben 0,2973 g CO, und 0,1210 g H,O. 

Gef. 175,1°%) C 12,5°/, H 

Die Titration in siedend heigem Alkohol ergab Werte, 
die zwischen den fiir C,,H,O, und C,,H,,O, berechneten 
lagen. 


0,0711 g Substanz verbrauchten 1,92 ecem n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom ‘T.. 0,9501. 


0,0630 g ” ‘i 1,80 ecm n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom 'T. 0,9044. 
0,0610 g - - 1,74c¢em n/10-alkoholische Natron- 


lauge vom T. 0,9044. 
Aquivalentgew. Gef. 390, 387, 388. 
0,5566 g Substanz in Pyridin zu 10 ccm gelést. Drehung 
bei Natriumlicht im 2 dem-Rohr + 0,38°. 
[o]h? = + 3,41° 


Da die ungesittigte Oxysiiure in Chloroform links dreht, so 
war es von Interesse zu erfahren, wie sich Cerebronsiure in 
diesem Lésungsmittel verhilt. 

1,1376 g Substanz in Chloroform zu 25 ccm gelést. Drehung 
bei Natriumlicht im 1 dem-Rohr — 0,08° 


[o]7>,° = — 1,76°. 





1) Diese Zs. Bd. 166, S. 277 (1927). 
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Demnach ist ebenso wie bei der ungesittigten Oxysaure die 
freie Cerebronsiure linksdrehend, das Pyridinsalz dagegen 
rechtsdrehend. 

5 g der Siure wurden nach Levene und Taylor?) mit 
5 g Kaliumpermanganat oxydiert. Das nach dieser Vorschrift 
durch Extraktion mit Alkohol gewonnene Kalisalz wurde durch 
Schiitteln mit Salzsiiure und Ather zerlegt. Nach Entfernung 
der Salzsiure durch wiederholtes Schiitteln mit Wasser hinter- 
lieB die mit Natriumsulfat getrocknete aitherische Lésung nach 
Abdestillieren des Athers einen bei 79—81° schmelzenden 
Riickstand. Die Menge betrug 3,85 g. 

Dieses Rohprodukt wurde nun durch fraktionierte Fallung 
mit Lithiumacetat in 5 Fraktionen zerlegt. Zu diesem Zweck 
léste man es in 20 Volumteilen Methylalkohol und gab zu der 
siedenden Lésung in kleinen Portionen die methylalkoholische 
Lésung von Lithiumacetat, welche in 100 ccm 10g des Salzes 
enthielt, hinzu. Der ausfallende Niederschlag wurde jeweils 
heiB abgesaugt. Nach Abtrennung von Fraktion 4 blieb die 
Lésung beim weiteren Zugeben von Lithiumacetat klar. Die 
Fraktion 5 wurde aus dem Niederschlag gewonnen, der beim 
Abkihlen auf Zimmertemperatur ausfiel. 

Da die erste Fallung, nach der Art wie die Abscheidung 
erfolgte, auBer dem Oxydationsprodukt noch Cerebronsiure ent- 
halten muBte, so wurde zu ihrer Abtrennung dieses Lithiumsalz 
nach Levene und West?) mit 100 ccm Methylalkohol mehrere 
Stunden unter RiickfluB gekocht. Dabei blieb ein Teil ungelist 
(a), ein anderer Teil ging in Liésung und schied sich beim Ab- 
kithlen ab (b). Die aus a erhaltene Saure war nach ihrem Schmelz- 
punkt fast reine Cerebronsiure, wahrend b in der Hauptsache 
noch Oxydationsprodukt enthielt. Nach den Beobachtungen 
von Levene und West dagegen hiitte der ungelést gebliebene 
Teil a das Lithiumsalz des Oxydationsprodukts sein miissen. 
Ihre Angaben iiber die Léslichkeit der Lithiumsalze der beiden 
Siuren dirften demnach wohl auf einem Irrtum beruhen. 





1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 52, S. 236 (1922). 
2) Jl. of Biol. Chem. Bd. 14, S. 263 (1913). 
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Die Lithiumsalze wurden jeweils durch Schiitteln mit Ather 
und Salzsaure zerlegt, die 4therischen Lésungen zur Entfernung 
der Saizsiure wiederholt mit Wasser geschiittelt, mit Natrium- 
sulfat getrocknet und die nach Abdestillieren des Athers er- 
haltenen Fettsiuren gewogen. 





Nach dem Umkrystallisieren aus 
Menge | Schmelzpunkt | “°F 90 fachen Menge Acoton 
Aquivalent- 
g Schmelzpunkt gewicht 
. fa 0,51 | 99—100° | — a 
Fr. 1 
b 0,42 79—81 79—81° 369 
. @ 1,18 15—16 17,5—18 354 
< = 0,84 7T6—16,5 77,5—78 351 
i 0,27 76—16,5 T7,5—78 354 
a 0,45 1—72 12,5—73 367, 366 














1b. 0,0641 g Substanz verbrauchten 1,83 cem n/10-alkoholische 
Natronlauge vom T. 0,9502. 


2 0,0626 ¢ ; 1,86 cem n/10-aikoholische 
Natronlauge vom T. 0,9502. 

$ 0,0627 g : 1,88 cem n/10-alkoholische 
Natronlauge vom T. 0,9502. 

+ 0,0605 ¢g ; 1,80 cem n/10-alkoholische 
Natronlauge vom T. 0,9502. 

5 0,0590 g 1,69 cem n/10-alkoholische 
Natronlauge vom T. 0,9502. 

0,0630 g , 1,81 cem n/10-alkoholische 


Natronlauge vom T. 0,9502. 


Die Fraktionen 2, 3 und 4 wurden vereinigt und je zwei- 
mal abwechselnd aus Benzol und Aceton umkrystallisiert. 
Dabei erhielt man eine ahnlich wie die Lignocerinsiure in 
elinzenden Blattchen?) krystallisierende Substanz vom Schmelz- 
punkt 78,5°. 


0,0626 g Substanz verbrauchten 1,88 ccm n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom T. 0,9370. 
1,95 cem n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom ‘TT’. 0,9370. 


0,0651 ¢g 





1) Diese Zs. Bd. 166, S. 280 (1927). 
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0,0609 g Substanz verbrauchten 1,83 cem n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom T- 0,9370. 


Aquivalentgew. Gef. 355, 356, 355. 
Fiir C,,H,,0, Ber. 354,5. 

Der daraus auf die tibliche Weise durch Kochen mit 
absolutem Methylalkohol, der etwa 5°/, konzentrierte Schwefel- 
siure enthielt, gewonnene und aus Methylalkohol umkrystalli- 
sierte Methylester schmolz bei 55,5—56°. 

Zur Priifung auf Kinheitlichkeit wurden 1,5 g der Saure 
noch einmal wie oben mit Lithiumacetat in 4 Fraktionen zer- 
legt. Fraktion 4 wurde aus der letzten Abscheidung gewonnen, 
die erst beim Abkiihlen der heiBen Lésung ausfiel. 














Nach Umkrystallisieren 
Menge aus Aceton 
i Aquivalent- 
g Schmelzpunkt gewicht 

Fr. 1 0,32 78,5 ° 854 
— 0,52 78,5 8355 
3 0,64 78,5 353 

5 0,06 75,5—76,5 ° wie 











1. 0,0570 g Substanz verbrauchten 1,78 cem n/10-alkoholische 
Natronlauge vom T. 0,9044. 


2. 0,0566 g - ‘i 1,765 eem n/10-alkoholische 
Natronlauge vom T.. 0,9044. 
3. 0,0579 g m ¥ 1,815 eem n/10-alkoholische 


Natronlauge vom T. 0,9044. 


Diese Versuche wurden mehrfach mit immer gleich- 
bleibendem Resultat wiederholt. Unter anderem kam auch 
eine aus weitgehend gereinigtem Cerebron*) dargestellte Cere- 
bronsiure zur Verwendung. Schmelzp. 100—101°% 3g der- 
selben ergaben 2,2 g Rohprodukt. Dieses lieferte bei der 
Fraktionierung 0,56 g unverindertes Ausgangsmaterial und 
1,28 g der Siure C,,H,,O,, welche nach wiederholtem Um- 
lésen aus Benzol und Aceton wiederum prichtig krystallisierte 
und bei 78,5° schmolz. 


*) Das Cerebron hat mir Herr Prof. Thierfelder freundlichst zur 
Verfiigung gestellt, dem ich bestens dafiir danke. 
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Dieses Praparat wurde vollstindig durchanalysiert. 


4,920 mg Substanz gaben 14,040 mg CO, und 5,77 mg H,0. 

0,0623 g ‘ verbrauchten 1,87cem n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom T. 0,9370. 

0,0629 g Substanz verbrauchten 1,89 cem n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom 'T’. 0,9370. 


C H Aquivalentgew. 
Gef. 77,8 °/, 13,1 %/, 356, 355 
Fir C,,H,,O, Ber. 77,89 13,08 354,5 


Auch bei Anwendung von kleineren Mengen Kalium- 
permanganat bekommt man neben gréBeren Mengen unver- 
anderter Cerebronsiure dieselbe Siure. 1g Cerebronsiure mit 
0,8 g Kaliumpermanganat oxydiert, ergaben 0,31 g einer Saure- 
fraktion, vom Schmelzp. 91—93° und 0,33 g einer Siurefraktion 
vom Schmelzp. 75—76°. Letztere schmolz nach dem Um- 
krystallisieren aus Aceton bei 76—77° und hatte das Aqui- 
valentgewicht 356. 

0,0595 g Substanz verbrauchten 1,76 ccm n/10-alkoholische Natron- 
lange vom I’. 0,9502. 

b) Hydrierungsprodukt der ungesattigten Oxy- 
siure. 2g des Hydrierungsproduktes mit 2¢ Kaliumpermanganat 
oxydiert, ergaben 1,54g Rohprodukt. Schmelzp.77—79° Die 
Fraktionierung mit Lithiumacetat hatte folgendes Resultat: 














ows ge Nach Umkrystallisieren aus Aceton 











Schmelzp. |———__— panics ie 
5 Schmelzpunkt Aquivalentgew. 
Frakt. 1 0,18 100—101° _ | - 
, 2 0,14 100—101 _ - 
. 0,76 16—T7 17,5—78° 361 
» 4 0,15 15,5—76 17,5—78 | 357 
-~ we 0,07 T4—15 — | _ 


3. 0,0607 g Substanz verbrauchten 1,795 cem n/10-alkoholische 


Natronlauge vom T. 0,9370. 
4. 0,0626 g Substanz verbrauchten 1,87 ccm n/10 - alkoholische 


Natronlauge vom T. 0,9370. 

Fraktion 3 wurde mit Lithiumacetat noch einmal in 
2 Fraktionen zerlegt. Fraktion 3a 0,11g; Fraktion 3b 0,45 ¢. 
Beide Fraktionen schmolzen bei 77,5—78° Die Fraktion 3b 
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besaB nach dem Umkrystallisieren aus Benzol und Aceton genau 
denselben Schmelzpunkt wie das aus Cerebronsdure erhaltene 
Produkt, doch krystallisierte die Substanz nicht in den gut aus- 
gebildeten Blattchen wie jene. 


0,0621g Substanz verbrauchten 1,89ccm n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom T. 0,9190. 

0,0577 g Substanz verbrauchten 1,78 cem n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom T. 0,9044. 

Aguivalentgew. Gef. 358, 358. 

Das etwas zu hohe Aquivalentgewicht diirfte wohl verur- 
sacht sein durch Spuren einer schwer zu entfernenden Ver- 
unreinigung, welche sich auch in der Art der Krystallisation 


bemerkbar machte. 


Ozonabbau der ungesattigten Oxysdure. 


1. Isolierung der Pelargons&ure. 3,2 g ungesittigte 
Oxysiure, die in 40 ccm Chloroform gelést waren, wurden ozoni- 
siert bis eine entnommene Probe kein Brom mehr addierte. 
Das Ozonid wurde, nach dem Abdestillieren des Chloroforms 
im Vakuum, mit Wasser (15 ccm) durch 3/,-stiindiges Krhitzen 
auf dem siedenden Wasserbad gespalten, das Reaktionsprodukt 
in Ather (etwa 200 ccm) aufgenommen und die itherische Li- 
sung mit einer wibrigen Lésung von Kaliumbicarbonat wieder- 
holt ausgeschiittelt. Die bei dem erstmaligen Ausschiitteln 
eintretende Niederschlagsbildung lie sich beseitigen durch Ver- 
diinnen mit Wasser (Gesamtvolumen etwa 200 ccm) und durch 
Zugabe von 20—30ccm Alkohol. Natriumbicarbonat eignet 
sich zum Ausschiitteln weniger gut, da der Niederschlag wesent- 
lich schwieriger in Lésung zu bringen ist. 

Nach dem Ansiuern der wiBrigen Bicarbonatlésung mit 
Schwefelsiure wurde die ausgefallene Substanz in Ather auf- 
genommen, die aitherische Lésung zur Entfernung des Alkohols 
wiederholt mit Wasser ausgewaschen, dann mit Natriumsulfat 
getrocknet und der Ather abdestilliert. Riickstand 2,21 g. 
Dieser wurde mit 50 ccm leicht siedendem Petrolather (Siede- 
punkt bis 40°) ausgekocht. Dabei blieb der gré8te Teil un- 
gelést (Dicarbonsiurefraktion, 1,95 g). 
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Die petrolitherische Lésung hinterlieB nach Abdestillieren 
des Petrolithers einen dligen Riickstand, aus welchem durch 
Destillation unter vermindertem Druck in geringen Mengen 
eine bei einer Badtemperatur von etwa 150—170° iibergehende 
Saure zu gewinnen war. 

0,0254 g Substanz verbrauchten 1,66 cem n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom T. 0,9044. 

Aquivalentgew. Gef. 169. 

Das Calciumsalz krystallisierte aus 75°/,igem Methyl- 
alkohol in groBen Nadeln, ihniich wie das pelargonsaure Calcium. 
Trotz des wenig gut stimmenden Aquivalentgewichts diirfte 
im wesentlichen Pelargonsiure vorgelegen haben. 

Die Hauptmenge der Pelargonsiure wurde erhalten aus 
der itherischen Liésung der Spaltprodukte, aus welcher die 
stirkeren Siuren durch wiederholtes Ausschiitteln mit Kalium- 
bicarbonat entfernt waren. Der nach dem Trocknen der itheri- 
schen Lisung mit Natriumsulfat und Abdestillieren des Athers 
verbliebene Riickstand ergab bei der Destillation unter ver- 
mindertem Druck (25mm Hg) 0,83g eines zwischen 80 und 
140° iibergehenden leicht fliissigen Destillats, das stark nach 
Aldehyd roch und fuchsinschweflige Siure rot fiairbte. Die 
Menge des Destillationsriickstandes betrug 0,88 g. Dieser wurde 
nicht niher untersucht. 

Das Destillat wurde in Petrolither (Siedep. bis 40°) gelést, 
daraus die sauren Bestandteile durch Schiitteln mit einer 
wiBrigen Natriumcarbonatlésung entfernt, die waBrige Lésung 
angesiuert und das ausiallende Ol wieder in Petroliither auf- 
genommen. Der Petrolither hinterlie{ nach Abdestillieren des- 
selben Pelargonsiure. 

0,0255 g Substanz verbrauchten 1,76 cem n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom T. 0,9044. 

Aquivalentgew. Gef. 160. 

Das aus dem ersten Petrolitherauszug nach Abdestillieren 
des Petrolithers erhaltene neutrale Produkt wurde in 10 ccm 
Aceton gelést und mit 0,5 ¢ Kaliumpermanganat, das in Aceton 
gelést war, oxydiert. Hierauf destillierte man das Aceton ab, 
figte verdiinnte Siiure und Natriumbisulfit bis zum Verschwinden 
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des Braunsteins hinzu, schiittelte das Reaktionsprodukt mit 
Petrolather aus, entzog der petrolitherischen Lésung die ent- 
standene Saure durch Schiitteln mit einer Natriumcarbonat- 
lésung und erhielt sie daraus wie oben. Die Titration ergab, 
daB es sich ebenfalls um Pelargonsiure handelte. 

0,0262 g Substanz verbrauchten 1,88 ecm n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom T. 0,9044. 

Aquivalentgew. Gef. 154. 

Die Gesamtmenge der so gewonnenen Pelargonsiure be- 
trug 0,5g. Sie wurde iiber das Calciumsalz, das aus 75°/,igem 
Methylalkohol gut krystallisierte, gereinigt. 


0,0260 g der gereinigten Siure verbrauchten 1,78 cem n/10-alko- 
holische Natronlauge vom T. 0,9108. 


Aquivalentgew. Gef. 160 
Fiir C,H,,O, Ber. 158,2. 
Analyse des Silbersalzes: 4,275 mg Substanz gaben 6,390 mg CO, 
und 2,510mg H,O. 
Gef. 40,8°/, C 6,6 °/, H 
Fiir C,H,,O,Ag (265,1) Ber. 40,77 6,47. 


Das daraus gewonnene Siureamid war identisch mit dem 
aus Pelargonsiiure (Kahlbaum) dargestellten Amid. Es krystalli- 
sierte aus Wasser in gliinzenden Blittchen und schmolz wie 
jenes bei 99°. 


2. Versuche zur I[solierung der Dicarbonsiure. 
Die in Petrolither unlésliche Dicarbonsiurefraktion von 1., welche 
die zu erwartende Oxydicarbonsiure und deren Halbaldehyd 
enthalten muBte, ergab bei der Oxydation mit Kaliumpermanganat 
ein sehr unscharf zwischen 85 und 95° schmelzendes Produkt. 
Die Aquivalentgewichte der bei den anschlieBenden Fraktio- 
nierungsversuchen daraus gewonnenen Siurefraktionen lagen 
zwischen 133 und 150. Es handelte sich offenbar um ein Ge- 
misch von verschiedenen Substanzen. 

Um die Verhaltnisse zu kliren, war es ndétig, diese Di- 
carbonsiurefraktion in gréBeren Mengen darzustellen. Da die 
reine ungesittigte Oxysiure in der hierfiir erforderlichen Menge 
nicht zu beschaffen war, so muBte zu diesem Zweck als Aus- 
gangsmaterial das Rohprodukt verwendet werden, das _ regel- 





- ks 


Uber die Oxysiiuren der Cerebroside des Gehirns. 229 


miBig noch Cerebronsdiure enthalt!), deren Abtrennung nur 
unter groBen Verlusten an ungesittigter Substanz méglich ist. 
Schmelzpunkt des Rohprodukts 66 —70°. 


0,0400 g Substanz verbrauchten 1,62cem un/10-Bromlésung. 
Jodzahl gef. 51,4. 


Da das Rohprodukt infolge der Gegenwart von Cerebron- 
siure in Chloroform schwerer léslich ist wie die gereinigte Siure, 
so wurde an Stelle der freien Saure der in Chloroform leichter 
lésliche Methylester (19 g) ozonisiert. 

Die Siure wurde durch 1 stiindiges Kochen mit 20 Volumteilen 
absolutem Methylalkohol, welcher 5°/, Schwefelsiiure enthielt, verestert 


und der Ester aus der abgekiihlten Lésung durch Ausschiitteln mit 
Petrolither gewonnen. 


Die nach der Spaltung des Ozonids durch Ausschiitteln 
mit Ather erhaltenen Spaltprodukte wurden anschlieBend direkt 
oxydiert. Der Atherriickstand wurde zu diesem Zweck in 
30cem Aceton gelist und dazu portionenweise in Aceton ge- 
léstes Kaliumpermanganat gegeben. Anfangs verschwand die 
rote Farbe des Permanganats rasch, wobei sich die Lésung 
unter Abscheidung von Braunstein betrichtlich erwirmte. Nach- 
dem etwa 450ccm der Permanganatlésung zugegeben waren, 
wurde zum Sieden erhitzt und von Zeit zu Zeit fein gepulvertes 
Kaliumpermanganat eingetragen bis der gesamte Permanganat- 
verbrauch 40g betrug. Sobald das Permanganat reduziert war, 
lie} man erkalten, filtrierte den Niederschlag, der fast die Ge- 
samtmenge der Reaktionsprodukte enthielt, suspendierte ihn in 
Wasser, machte mit Schwefelsiure sauer, entfernte den Braun- 
stein mit Natriumbisulfit, nahm die Oxydationsprodukte in 
Ather auf und entzog der itherischen Lésung durch Ausschiitteln 
mit einer Kaliumbicarbonatlésung die Dicarbonsauren, welche 
dann aus der Bicarbonatlésung durch Ansiuern mit Schwefel- 
siiure und Ausschiitteln mit Ather gewonnen wurden. Aus- 
beute 9,37 g. Die Substanz schmolz sehr unscharf zwischen 


60 und 70°. 





1) Diese Zs. Bd. 166, S. 282 (1927). 
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0,0241 g Substanz verbrauchten 1,84 ccm n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom T. 0,9044. 


Aquivalentgew. Gef. 145. 


Dieses Produkt wurde nun in 160ccm absolutem Methy]- 
alkohol, welcher 8 ccm konzentrierte Schwefelsiure enthielt, 
gelést und durch 1 stiindiges Kochen unter Riickflu8 verestert. 
Die daraus durch Ausschiitteln mit Petrolither erhaltenen 
Ester wurden unter vermindertem Druck (30 mm Hg) fraktioniert 
destilliert. 








Siedepunkt Schmelzp. | Menge in g 
Fraktion 1 —85° fliissig 1,55 
. Ss 85—195° etwa 10° 0,59 
3 | 195—215 19-—21° 1,60 | 
% 4 215—220 26—27 2,92 
» 5 | 220—225 27—28 2,23 
6 225—240 30—31 0,81 











Fraktion 1, die zum gréBten Teil bei 85° iiberging, war 
wohl in der Hauptsache der Methylester der Pelargonsiure. F 
Die Fraktionen 3—6 wurden durch Kochen mit methyl- 
alkoholischer Natronlauge verseift, die Siuren mit verdiinnter 
Schwefelsiure frei gemacht, durch Ausathern gewonnen und 
aus 9 Volumteilen eines Gemisches von Benzol und Ligroin 
(Verhiltnis 1:2) umkrystallisiert. Ausbeute fast quantitativ. 
Die Substanzen schmolzen sehr unscharf zwischen 75 und 85°. 


Fraktion 3: 4,980 mg Substanz gaben 11,640 mg CO, und 4,44mg H,0. 


0,0243 g - verbrauchten 2,23 cem n/10-alkoholische 
Natronlauge vom T. 0,9044. 

Fraktion 4: 4,730 mg +s gaben 11,225 mg CO, und 4,27 mg H,0O. 

0,0243 g a verbrauchten 2,11 cem n/10-alkoholische 
Natronlauge vom T. 0,9044. 

Fraktion 5: 4,680 mg m gaben 11,215 mg CO, und 4,35 mg H,O. 

0,0244 g " verbrauchten 2,04 cem n/10-alkoholische 

Natronlauge vom T. 0,9044. 

Fraktion 6: 0,0239 g si 7 1,79 eem n/10 - alkoholische 

Natronlauge vom T. 0,9044. 

0,0239 g ic is 1,81 cem n/10- alkoholische 


Natronlauge vom T. 0,9044. 
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oC HH Aquivalentgew. 

raktion 3:  Gef. 63,8 °/, 10,0 °/, 121 

Fraktion 4: 5,5 64,7 10,1 127 

Fraktion 5: 5, 65,4 10,4 132 

Fraktion 6: > = 148, 146 
Fiir C,,H,,0, Ber. 63,88 9,90 122,1 

9» Opt gO, 5, 65,07 10,15 129,1 

1» “UrpEles Oi » 6 10,36 136,1. 


Ks kann wohl kaum zweifelhaft sein, da® die beiden Haupt- 
fraktionen (4 und 5) im wesentlichen aus einer Dicarbonsiure 
(oder mebreren) von der Zusammensetzung C,,H,,O, bestehen. 
Fraktion 3 enthialt, wie aus den analytischen Werten hervor- 
geht, daneben noch niedere Homologe, die wahrscheinlich bei 
der Oxydation mit Permanganat sekundir aus dem Haupt- 
produkt entstanden sind. Héhere Homologe scheinen nicht vor- 
handen zu sein. Das hohe Aquivalentgewicht von Fraktion 6, 
das nur in kleineren Mengen erhalten wurde, diirfte von Bei- 
mengungen anderer Art herriihren. 

Die Fraktionen 4 und 5 wurden vereinigt und zur weiteren 
lraktionierung in 18ccm Methylalkohol gelést. Man fiigte nun 
zu der siedenden Lésung langsam 60 ccm etwa n/1-alkoholische 
Natronlauge, filtrierte noch hei® das ausgefallene Natriumsalz ab, 
wusch mit etwas Methylalkohol nach, zerlegte es durch Schiitteln 
mit Schwefelsiure und Ather, trocknete die itherische Lésung 
mit Natriumsulfat und engte sie bis zu einem Volumen von etwa 
5cem ein. Der beim Stehen in His aufgetretene Niederschlag 
wurde abfiltriert und mit wenig Ather nachgewaschen (Ff raktion a, ). 
Die Mutterlauge ergab durch Verdunsten des Athers Fraktion a,,. 

Die methylalkoholische Lésung wurde bis zu einem Vo- 
lumen von etwa 20ccm eingeengt. Schon wihrend des Ein- 
engens fiel ein Niederschlag aus. Er wurde nach dem Abkihlen 
auf Zimmertemperatur abfiltriert und daraus die freie Siure 
gewonnen (Fraktion b). Aus dem methylalkoholischen Filtrat 
erhielt man nach Verdiinnung mit Wasser und Ansiuern mit 
Schwefelsiiure durch Ausiithern die Fraktion c. 


Menge in g Schmelzp. 
Fraktion a, 1,11 106—111° 
oo 0,69 8490 
a on 1,31 75—80 
od ie 1,33 80—90 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXXIV., 16 
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Der Schmelzpunkt der héchstschmelzenden Fraktion a, 
stieg nach zweimaligem Umkrystallisieren aus je 10ccm Ather 
bzw. Essigester noch auf 115--117° Er anderte sich beim 
weiteren Umkrystallisieren nicht merklich; doch way der Schmelz- 
punkt unscharf, so daB eine reine Substanz nicht vorlag. Die 
Menge betrug 0,75 g. 

Zur Titration wurde die Substanz in 80°/,igem heiem 
Alkohol gelist, da bei Verwendung von 96°/,igem Alkohol bei 
Zugabe der Natronlauge das schwer lésliche Natriumsalz ausfiel. 

0,0249 g Substanz verbrauchten 2,08 cem n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom T. 0,9044. 

0,0242¢ Substanz verbrauchten 2,02 eem n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom T. 0,9044. 

Aquivalentgew. Gef. 132, 132. 

Der Schmelzpunkt der kiirzlich von Chuit?) synthetisch 
dargestellten Dodecan 1:12 Dicarbonsiure liegt bei 125,8°. 
Die Mischprobe mit dieser Siiure (Mischverhiltnis 1:1) schmilzt 
bei 120—122°, es ergibt sich also keine Depression. 

Dagegen erhilt man mit der ebenfalls von Chuit syn- 
thetisch dargestellten niachst hdherer Homologen eine sehr 
starke Schmelzpunktsdepression. Die Mischprobe mit der bei 
113° schmelzenden Tridecan 1:15 Dicarbonséure*) (Mischungs- 
verhiltnis 1:1) schmilzt bei 100—105°. 

Kraktion c wurde aus einem Gemisch von Benzol und 
Ligroin umkrystallisiert. Schmelzpunkt unverindert. 

0,0232 g Substanz verbrauchten 1,98 cem n/10-alkoholische Natron- 
lauge vom T. 0,9044. 

0,0245 g Substanz verbrauchten 2,14 ccm n/10-alkoholiseche Natron- 
lauge vom T’. 0,9044. . 

Aquivalentgew. Gef. 129, 127. 


Die Untersuchung wurde durchgefiihrt mit Mitteln, welche 
die Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft zur Verfiigung 
gestellt hat. 


*) Proben der beiden synthetischen Siuren hat mir Herr Chuit 
freundlichst zur Verfiigung gestellt, wofiir ich ihm bestens danke. 
') Helv. Chim. Acta Bd. 9, S. 271 (1926). 








Uber die Kinetik der Katalase.*) 


Von 


S. M. Maximowitseh und E. S. Awtonomowa. 


‘Aus dem Biochemischen Laboratorium der Nordkaukasischen Staatsuniversitit Rostow 
am Don.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Januar 1928.) 


Fiir die Aufklirung der Kinetik der Katalasenreaktion 
sind viele Versuche angestellt und viele Forschungsrichtungen 
verdffentlicht worden, jedoch hat man bis jetzt das Gesetz, 
nach welchem diese Reaktion in allen Fillen verlauft, noch 
nicht feststellen kénnen. 

Die ersten wertvolien Angaben sind von Senter geleistet 
worden. Er behaupie. uamlich, daB die Reaktion der Kata- 
lase nach dem T'ypas einer Monomolekularreaktion oder einer 
Reaktion 1. Ordnung nach der Formel 


dx 


a ™ C(A—2z), 


oder nach Integration: 
ae A 
verliuft. 


Diese Formel zur Spaltungsreaktion des Wasserstoffsuper- 
oxyds durch Katalase anwendend, kann man eine Konstante 
nur unter gewissen Bedingungen erhalten, niimlich bei sehr 
geringer Konzentration des H,O, und relativ starker Katalase. 

Es gelang Senter eine Konstante nach der Formel einer 
Reaktion 1. Ordnung zu bekommen, indem er eine H,O,-Lé- 
sung nicht iiber 1/,, N. bei 7=0° C gebrauchte. Unter anderen 





1) Vorgetragen auf der 1, regionalen Tagung der russischen Physio- 
logen zu Rostow am Don im Dezember 1926. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXIV. 17 
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Bedingungen ergab bei ihm die Reaktion eine Abweichung vom 
Verlaufe einer monomolekularen Reaktion, wie es bei anderen 
Forschern der Fall war; der C-Wert blieb dabei nicht konstant, 
sondern er stieg oder fiel wihrend des Reaktionsverlaufes. 
Senter schreibt diesen Umstand der Wirkung fremder Agenten 
zu (7°, Wirkung des Wasserstoffsuperoxyds auf die Katalase 
u. a.) und behauptet, daB die H,O,-Spaltung durch die Kata- 
lase eine monomolekulare Reaktion sei, da sie bei Beseitigung 
der oben erwihnten Agenten diesem Verlaufe folge. 

Dieser von Senter festgestellte Standpunkt wird von einer 
ganzen Reihe von Forschern; Issajew, Euler, Ostwald w.a. 
bestitigt. 


Spaiter wurde die Frage iiber die Kinetik der Katalase 
von Wintig und Steche gepriift und Senters Hypothese 
iiber den monomolekularen Verlauf der Reaktion verworfen. 


Die Verfasser fanden, daB die Spaltung des Wasserstoff- 
superoxyds durch aus Blut stammende Katalase im allgemeinen 
nicht in das Schema einer monomolekularen Reaktion passe. 
Sie behaupteten es auf Grund der Tatsache, daB es ihnen 
nicht gelang, nach der Formel einer Reaktion 1. Ordnung eine 
Katalase zu erhalten, und selbst dann nicht, wenn sie dem 
Verfahren der alteren Forscher genau folgten. Neuere Unter- 
suchungen stimmen darin iiberein, daB bei der Katalasenreak- 
tion das Verschwinden zweier Substanzen stattfindet: des H,O, 
und der Katalase. 


Morgulis zeigt, daB der Verlauf der Wasserstoffsuper- 
oxydspaltung durch die Katalase je nach der relativen Menge 
dieser beiden Substanzen im Reaktionssystem variiert. Beim 
UberschuB der Katalase verliuft die Reaktion nach dem Ge- 
setz 1. Ordnung. Wenn man aber H,O, in solchem quanti- 
tativen Verhaltnis nimmt, daB annithernd 70°/, des gesamten 
H,O, durch die Katalase zersetzt wird, so folgt die Reaktion 
dem Gesetze 2. Ordnung nach der Formel: 


oder nach Integration: 
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1 
C=7-7 5] 


Beim Ubergang der Katalasenreaktion von einem bimoleku- 
laren zu einem monomolekularen Verlauf zeigte Morgulis 
ein Mittelstadium, wenn die Reaktion 11/, molekular verliuft 


nach der Formel: 
dx 


Y / ,\3 
“di — C (a—2) 3, 


oder nach der Integration: 


is J Va -Va-«x 
t Va * (a — 2) 








SchlieBlich gelang es Yamasaki, mathematische Ausdriicke 
fiir den Reaktionsverlauf der Zersetzung des H,O, durch die 
Katalase zu finden. Auf Grund der Tatsache, daB bei der 
Spaltungsreaktion zwei unabhingige Prozesse tiatig, die aber 
zu gleicher Zeit miteinander verbunden sind, indem der eine 
die Reaktionsgeschwindigkeit des anderen beeinfluft, und in 
der Annahme, daB das Verhiltnis zwischen der Reaktions- 
geschwindigkeit dieser Prozesse wihrend des Reaktionsverlaufs 
konstant bleibt, erhilt Yamasaki den Ausdrack: 


“ae 
dC Ala 
eae =kHC, 


wobei mit # die Konzentration des Fermentes, mit (’ die des 
H,O, und mit K und & die Konstanten der Reaktion bezeichnet 
werden. Als Ergebnis der Integration erhalt er: 


lg Oy —— Q + a 


CG ° C+a 


wo C, die initiale Konzentration des H,O,, C die des H,0, 
in dem Zeitraume ¢, k1 = kK und a die Integrationskonstante 
bezeichnen. 

Auch die vorliegende Arbeit hat den Zweck, die Gesamt- 
gesetze festzustellen, nach welchen die von uns untersuchte 
Reaktion in allen ihren Stadien und in verschiedenen relativen 


Mengen der im Reaktionssystem tatigen Substanzen verlauft. 
fg 





= kat, 
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In der Annahme, daB bei der durch Katalase erzeugten 
H,0,-Spaltung sich zwei Prozesse abspielen: 


1. ein fermentativer, durch Katalase erzeugte Wasserstofi- 
superoxydspaltung und 
2. die Zerstérung der Katalase wihrend ihrer Wirkung unter 
dem Kinflu8 von H,O, 
schligt Prof. Maximowitsch fir die Darstellung dieses kompli- 
zierten Prozesses folgendes Gleichungssystem vor: 


“= 0(4—2)(B—y), 
a - C,(4—2)(B—y), 


wobei mit 4 die Initialmenge von H,O,, mit B die Initialmenge 
der Katalase, mit X die Quantitéit des im Zeitraume ¢ ge- 
spaltenen H,O,, mit Y die Quantitaét der in denselben Zeiten 
gespaltenen Katalase ausgedriickt werden.) 

In dem gegebenen Gleichungssystem driickt die erste die 
Geschwindigkeit der durch die Katalasenwirkung hervorgerufe- 
nen Wasserstoffsuperoxydspaltung mit dem Proportionalkoeffi- 
zienten C aus. 

Die zweite Gleichung bezeichnet die Geschwindigkeit der 
durch H,O, hervorgerufenen Katalasenspaltung, wobei der Pro- 
portionalkoeffizient durch C, ausgedriickt ist. 

Diese Reaktionsgeschwindigkeiten sind verschieden, was 
durch C+ C! ausgedriickt wird. Da bei bestimmten Umstiinden 
des Versuchs sich bestitigt hat, dafi C und C, Konstanten 
sind, bestitigt sich auch die Forderung, daB das Verhiltnis 

a 


zwischen ihnen, a 7o £, eine Konstante darstellt. 





1) Durch die Worte ,,Spaltung der Katalase“ oder ,,Menge der 
gespaltenen Katalase‘“ wird die Frage iiber die Ursache der Inakti- 
vierung der Katalase wihrend ihrer Wirkung keineswegs gelést. Gleich- 
sam, wie die Gré8e von X der Menge der Molekiilen des gespaltenen 
H,0, proportional ist, ist auch die GréBe von Y der gehemmten Kraft 
der Katalase proportional. Diese Ausdriicke werden also der Bequemlich- 
keit wegen gebraucht, um die quantitative Bezeichnung des Prozesses 
leichter darzustellen. 
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Der erhaltene Ausdruck ist der Differentialquotient der 
zwei ersteren. 

Differential: dy = Hdz, Integral: y= Fr+ K. 

Laut dem Verhalten der untersuchten Reaktion ist, wenn 
z=0 ist, auch y=0. Folglich ist K=O und y=Fr. 

Der erhaltene Ausdruck fiir Y, in die erste von unseren 
Gleichungen eingesetzt, gibt: 

dx 


Wir wollen nun diese Gleichung priifen. Es muB fest- 
gestellt werden, unter welchen Umstinden der ProzeB, dessen 
Geschwindigkeit diese Gleichung darstellt, vollendet sein wird, d.h. 
wann die Reaktionsgeschwindigkeit = 0 wird? Natiirlich, wenn 
einer von den Faktoren zu 0 wird. (Ad — x) wird dann gleich 0, 
wenn X= A wird, d.h. wenn sdimtliche Katalasen zersetzt sind. 

Aus der vorhergehenden Gleichung haben wir: 

dx 


" B 
Sg CR iia Ee wk 
= CB (A \(F 2) 


Wenn 4 > = ist, so ist es augenscheinlich, daB der ProzeB 
so lange dauern wird, bis die ganze Katalase gespalten ist. 
Nach Beendigung des Prozesses bleibt noch ein gewisser Rest 


von H,O, iibrig. 
Wenn A< a so wird das H,O, noch vor dem Ver- 


, " P . ‘ B 
schwinden der Katalase zersetzt sein. Wenn wir z =D 


A 


und CH= C, bezeichnen, so erhalten wir aus der vorherigen 


Gleichung: me 


dt 

Auf Grund der oben angefiihrten Angaben erscheint der 

D-Wert, dem Verhalten unserer Gleichung nach, als der 

Grenzwert fiir das gespaltene H,O, und gleichzeitig kann er 

der Stelle nach, welche er in der Gleichung einnimmt, als 
MaB der Katalasenmenge dienen. 


= (, (A — 2) (D — 4). 


dx _ 


Die integrierten Gleichungen: —— = C(A — 2) (B— Ez) 


dt 
B(A — 2) 


fiihren zu der Formel: ~~? in C(AH — B)t, woher: 
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1 1 B(A — x) 
AE—B © A(B-ED 





1 
ail 3 


Die Integration der Gleichung: £2 = C,(A—2x)(D—2 
fiihrt zu: 


D(A— 2) _ 
lg ia» C, (4 — De, 

woher: 
C= i ° _1 —_ le D(A — #) 





te t 4-D F1G- 0B 

Die Anwendung dieser Formeln zu den Angaben unserer 
Versuche hat bewiesen, daf die Konstante nach dieser Formel 
berechnet, eine bestandige GréBe in breiten Grenzen des 
Reaktionsverlaufes behilt. 

Aus den Tabellen I, II und III ist zu ersehen, daB bei 
verschiedenen Konzentrationsverinderungen der Katalase und 
des H,O, und bei sehr verschiedenen Verhialtnissen zwischen 
der Katalase und dem Wasserstoffsuperoxyd diese Formel 
eine mehr oder weniger gute Konstante gibt. 


Das in unserer Arbeit angewandte Verfahren ist das folgende: 

Wir gebrauchen mehrere Serien von Erlenmeyerkolben. In jeden 
Kolben wird mittels Biiretten oder Pipetten, je nach der Menge der ge- 
messenen Fliissigkeit, eine gewisse Quantitit von Wasser, dann H,O, 
einer bestimmten Konzentration und endlich eine Lésung von Katalase 
getan. Wir gebrauchten in allen Fallen eine Lésung des eben aus dem 
Finger eines der Arbeitenden genommenen Blutes. In jeder von diesen 
Serien wurde die Menge des H,O, und der Katalase, in einer bestimmten 
Weise variiert. Der Moment der Zugabe der Katalase wurde piinktlich 
vermerkt. Die Reaktionsmengung wurde auf die Dauer von 10, 15, 20, 
30, 40, 60 und 80 Minuten in den Kolben stehen gelassen. 

Piinktlich nach dem Ablaufe eines jeden der gegebenen Zeitriiume 
wurde der Proze8 durch Zugabe von H,SO, unterbrochen. In dieser 
Weise wurden einige Serien erhalten, die sich voneinander durch die 
Dauer des Reaktionsverlaufes unterschieden. 

Der Rest des nicht gespaltenen Wasserstoffsuperoxyds wurde mittels 
Titrierens mit Permanganat bestimmt. 

Die Initialmenge von H,O, in jeder Serie der Kolben wurde durch 
ein besonderes Titrieren festgestellt. Allen Versuchen folgten Kontroll- 
versuche. (In den vorliegenden Tabellen sind die Ziffern der Kontroll- 
versuche nicht angegeben. Gewdéhnlich iiberstiegen die Differenzen 
zwischen den Resultaten der parallelen Versuche 2—3°/, nicht.) 

Die Temperatur und die Beleuchtungsvermiuderung wurden még- 
lichst konstant gehalten. 
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Die Initialmenge von H,O, (A), den Rest des nicht gespaltenen 
H,O, (A4—a) und die Menge des gespaltenen H,O, bezeichnen wir 
durch Kubikzentimeter von '/; KMnQ,, was diesen Mengen von Wasser- 
stoffsuperoxyd iAquivalent ist. Die Berechnung der Werte D und (C, 
ging in folgender Weise vor sich: 

; D(A — x) | — 

In die Gleichung lg ry C,(A — D)t setzten wir die 
Werte a (die Menge des gespaltenen H,0,), welche den zwei Momenten 
der Reaktion ¢, und ¢, entsprechend ein. Wir erhielten ein System zweier 
Gleichungen mit zwei Unbekannten D und (C,: 














D(A—2)_ ,_, 
Isa ar aes Ci(A — D)t, , 
D(A—%) _ ,, 
io. e” C, (4 — Dt , 
aus welchen wir mittels Ausschaltung der Unbekannten C, und Um- 
wandlung D 7 sue 
&D- = 7 4A _4 f(D 
re ot 
Sp ; | 


erhalten. 

Da die Unbekannte D unter dem Zeichen lg steht, so entsteht 
weiter die Frage, einen solchen Wert fiir D zu finden, bei welchem die 
Gleichung sich in 0 verwandelt. Der fiir D erhaltene Wert wird in 
eine der Gleichungen des Systems eingesetzt und es wird die GréBe von 
C, berechnet. In dieser Weise wurde die Konstante der Reaktion be- 
stimmt. (Die gegebene Gleichung wird durch zwei Werte von D be- 
friedigt. Einer von diesen wird gleich A sein. Es muB aber die 
anjere Wurzel beachtet werden.) 

Die Berechnung der Konstante C kann auch mittels der Formel: 

lg 7 7 — = O(B—EAjt 
nach folgenden Verfahren geschehen: in die Gleichung wird der Wert X 
der den zwei Momenten ¢, und ¢, entspricht, bei 4, = 2¢, eingesetzt. 

Das erhaltene System der Gleichungen mit zwei Unbekapnnten C 
und F li8t sich auf folgende Quadratgleichung: 


B(A — a,)? 
A(A — &) 
zuriickfiihren, welche fiir relative / gefithrt wird. 

In Tab. I sind vier Versuchsserien mit gleichen Initial- 
quantitaten von Katalase angefiihrt, wobei die anfangliche 
Konzentration des H,O, in jeder Serie in bezug auf die vor- 
hergehende gesteigert ist. 








(B- Ex = -(B — Ex) 
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A = 7,3. 


S. M. Maximowitsch und E.S. Awtonomowa, 


Tabelle I. 


Katalase: 0,0075 eem Blut in 50 cem von reagierender Mischung. 


H,O, — 0,025 g in 50 cem von reagierender Mischung 


(in runden Zahlen) — entsprechen 7,3 eem n/5-KMnQ,. 





) 
= 


Serie Nr. ‘ 


3 


T oe 
ND. 


Serie 


Serie Nr. 4 














10 
15 
20 
30 
40 
60 


10 
15 
20 
30 
40 
60 


10 
15 
20 
30 
40 
60 
































1, D(A-a)| 









































— = —] = ] D = 
see Tee fe 5A(D—2) ‘ 
53 [2 |  0,0139 0008310 (Gsis] Dt — ts = 5 
4,65 | 2,65 0,0131 0,0032 D tip—tey = 5,54 
4.15 | 3,15 0,0123 0,0034 bo—tiy = 5.67 
3,65 | 3,65 0,0100 0,0031 D ty—teo = 5,5 
32 141 0,00897 0,0032 D tys—tey = 6,0 
2,75 | 4,55 0,0054 0,0029 Di.—ty = 5,) 
Din—te = 54 8 
D tys—tyy = 52 
D ty.- ts = 27H | 
D byte = 5,19 
| | Dhyy—tey = 5, 
Im Durehschnitt 5, 
A= 14,6. H,0O, — 0,05 g in 50 ccm von reagierender Mischung — 
entsprechen 14,6 cem n/5-KMnQ,. 
11,55 | 3,05 0,0600 0,0025 D tiy—tyy = 5,865 F 
10,7 | 3,9 0,0422 0,0026 D tyy—tay = 5,815 
10,25 | 4,35 0,0326 0,0025 D tyo—to = 5,805 7 
9,6 | 5,0 0,0227 0,0025 tho —too = 5,85) 
9,25 | 5,85 0,0178 0,0025 tis—teo = 5,823 @ 
8,9 | 5,7 0,0102 0,0025 D tig —tbyy = 5,17: 
D tis—ley = 5,90 
D ty —ty = 5,82 
D ty —ty, = 5,97 
im Durchschnitt 5,87 
A = 29,2. H,O, — 0,1 g in 50 ccm von reagierender Mengung : 
entsprechen 29,2 cem n/5-KMnQ,. . 
25,45 | 3,75 0,00597 0,0016 D tyy—tny = 5,93 F 
24,6 4,6 0,00497 0,0017 D to —ta0 == 5,87: = 
24,1 | 5,06 0,00413 0,0016 D thy —ty = 5,87) 4S 
23,65 | 5,55 0,00305 0,0016 D byg—tyy = 5,87! 
23,45 | 5,75 0,00238 0,0016 ——— 
23,45 | 5,75 one aa Im Durchschnitt 5,8° 
A= 58,4. H,O, — 0,2 g in 50 cem von reagierender Mengung — 
entsprechen 58,4 cem n/5-KMnQ,. 
54,8 | 3,6 0,00276 0,00095 D tyy—ty = 5,125 
54,15 | 4,25 0,00219 0,00093 D tyo—tyy = 5,07) 
53,75 | 4,65 0,00180 0,00096 D hys—tyy = 5,125 7 
53,45 | 4,95 0,00128 0,00093 D t;—ty = 5,08 * 
53,35 | 5,05 0,00098 0,00092 D by—tyy = 5,07) 
53,5 | 4,9 vai - Im Durchsehnitt 5,1 
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Tabelle II. 


Katalase: 0,015 ccm Blut in 50 ccm reagierender Mengung. 
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A= 1,4. H,O, — 0,025 g in 50 ccm von reagierender Mengung 
seis (in runden Zahlen) — entsprechen 7,4 eem n/5-KMnQ,. 
if a 1 D(A-2) 
Tlag |A-: g C=— lg — = —______ : 
\MinjJ4—7| 7 ; 84-4 1)" "id me = 
i 1 19 | 4 3.4 0,027 ~ 0,0023 Diets, etl 
| a 115 | 8 4,4 0,026 0,0024 D tyy—tgy = 13,75 
-- g | 20 | 2,325] 5,075 0,026 0,0024 D t,,—t,) = 18,785 
‘ | 30 | 1,5 | 5,9 0,028 0,0024 Dij— ig, = 186 
2) FE | 40 | 1, 6,4 0,022 0,0024 D tyy—ty = 13,0 
‘ Z|lo6olos | 69 0,020 0,0023 D tyy—teg = 12,25 
15 Im Durchschn. 13,7 
A = 14,8. H,O, — 0,05 g in 50 ccm von reagierender Mengung — 
entsprechen 14,8 eem n/5-KMnQ,. 
10 | 9,85 | 5,45 0,0199 0,0018 D trom ten = 14,5 
gn | 15 | 7,9 | 6,9 0,0182 0,0018 D ty—tyy = 13,8 
. ¥ 20 | 6,85 | 7,95 0,0167 0,0018 D ty—tey = 14,3 
05 | 30] 5,5 | 9,8 0,0163 0,0018 D tyg—bao = 13,85 
°F | 40 | 4,65 110,15 0,0126 0,0018 Dtis—tey = 14,4 
ud ea - encase samieeaeds 
i ” 3,4 }11,4 a jaiahe nest Im Durchschn. 14,17 
5 120 | 2,075]12,725 0,0071 0,0019 
“ A = 29,6. H,O, — 0,1 g in 50 ecm von reagierender Mengung — 
r entsprechen 29,6 cem n/d-KMnQ,. 
_ | 10 1 22,6 7 0,0117 0,0011 D tiy—tyy = 14,275 
*. | 15 1208 | 8,8 0,0102 0,0011 D tys—tyy = 14,575 
7 | 20 419,45 410,15 0,0091 0,0011 D tig—tey = 14,6 
) 42 | 80 17,6 [11,8 0,0075 0,0011 D tis—tyy = 14,575 
\ a | 40 [16,85 112,75 0,0061 0,0010 dileechinaien seh 
60 |15,8 {13,8 0,0045 = | 0,0012 
A = 59,2. H,O, — 0,2 g in 50 cem von reagierender Mengung — 
entsprechen 59,2 eem n/5-KMnQ,. 
10 [52 7,2 0,0056 0,00060 D ty—tyy = 18,78 
| 15 150,15 | 9,05 0,0048 0,00060 D tis—tyy = 18,65 
— F | 20 [48,78 | 10,42 0,0042 0,00061 D tyy—teo = 13,25 
2 | 80 147,25 111,95 0,0033 0,00061 D tyo—tyy = 18,5 
0) ~ 
m | 40 |46,525]12,675 0,0026 0,00061 Im Durchschn. 13,5 
60 $45,95 |13,25 0,0018 0,00060 








S. M. Maximowitsch und E.S. Awtonomowa, 


Tabelle III. 


H,O, — 0,066 g in 50 cem von reagierender Mengung — ent- 


sprechen 19,5 cem n/5-KMnQ,. 


Katalase: 0,0015 cem Blut in 50 cem von reagierender Mengung. 














N,,. 
Min. 
10 
= | 15 
9 
5 | 20 
o@ | 30 
5 | 40 
2 | 60 
10 
oy 15 
wz | 20 
2 | 30 
3 40 
60 
10 
ef 15 
Z | 20 
2 | 30 
5 | 40 
2 | 60 
10 
15 
= 
w 20 
Al 30 
= | 40 
® 
v2. 60 
80 























A—« x 
15,5 | 4 
14,55 | 4,95: 
14,1 | 5,4 
13,5 | 6,0 
13,4 | 6,1 
13,4 | 6,1 








i . pa~w) 





= 1(A—D) ® D(A—ax 











0,0023 
0,0025 
0,0024 
0,0024 





Katalase: 0,003 ccm Blut in 50 cem von reagierender Mengung. 


11,45 
9,8 
8,8 
7,9 
7,35 
7,05 


8 
5,95 
4,7 

8,25 
2,55 
1,75 








8,05 

9,7 
10,7 
11,6 
12,15 
12,45 


11,5 
13,55 
14,8 

16,25 
16,95 
17,75 








0,0231 
0,0199 
0,0173 
0,0131 
0,0106 
0,0074 


Katalase: 0,0045 cem Blut in 50 ecm 


0,0387 
0,0344 
0,0309 
0,0259 
0,0221 
0,0078 








0,0030 
0,0032 
0,0033 
0,0032 
0,0034 
0,00380 





D tyo—tyo 
D by — Uo 
D tyy—ty = 
D tys—tyy = 
Pid, 


von reagierender Mengung. 


0,0030 
0,0031 
0,0032 
0,0082 
0,0031 
0,0080 





D tyy—ty = 
D ty o—Ueo 
D tis—tyo 
D tyy—tyy 
Dinh 


Katalase: 0,006 eem Blut in 50 cem von reagierender Mengung. 


5,35 
3,3 
2,15 
1,05 
0,9 
0,3 
0,1 





14,15 
16,2 
17,35 
18,45 
18,6 
19,2 
19,4 





0,0562 
0,0514 
0,0479 
0,0423 
0,0334 
0,0304 
0,0240 





0,0085 
0,0037 
0,0038 
0,0039 
0,0032 
0,0033 
0,0085 





Dty—ts = 
D tyy—tso = 
D ty,—tyy = 
D to—tey = 
D tis— lgo 
D his —lao 
D tis — Teo 
D bsg —tao 
D to — leo 





ImDurehsehnitt 6.55; 


Im Durchsehnitt 12,7! 


20,5 

\ 
9) 9 f 
){) yr 


-_ - 


19.69 


Il 


Im Durchsehnitt 20,3: 


Im Durchschniit 25,69 
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Tab. Il ist der ersten Tabelle gleich, sie unterscheidet 
sich jedoch von derselben darin, da® die Reaktion in allen 
vier Serien bei stirkerer initialen Katalase verliuft. 

In Tab. IL sind vier Versuchsserien mit gleicher Initial- 
konzentration von H,O, angefiihrt, wobei aber die anfingliche 
Menge von Katalase in jeder Versuchsserie verschieden ist. 

In den Tabellen sind die Geschwindigkeitskonstanten nach der 
Formel der Reaktion 1.Ordnung und C,-Konstante nach der Formel 
1 1 D(A — x) 
¢ 4-D, ° AD-@ 
angefiihrt. Wiahrend die ersteren in allen Fallen nicht kon- 
stant sind (fahrend), bleiben die C,-GréBen in allen Fillen 
mehr oder minder konstant. AuBerdem sind in der letzten 
Rubrik Zifferwerte von J, welche fiir verschiedene Zeitriume 
der Reaktion berechnet sind, angefiihrt. 

Der D-Wert ist von besonderem Interesse. 

Wie es oben erwihnt wurde, bezeichnet derselbe die 
Grenzmenge von H,O,, welche von der Katalase zersetzt wird. 
In den Fallen, wo die Reaktion im Laufe des Versuches mit 
der Vernichtung der Katalase endigt, eutspricht er vollstiindig 
den Angaben des Versuches, z. B.: 

Tab. I, Serie Nr.3. Die Reaktion endigt mit der Zersetzung 
von 5,75 (in Kubikzentimeter 1/, KMnQO,) von Wasserstoffsuper- 
oxyd. Die auBerste Quantitit von zersetztem H,O,, nach der 
Formel fiir diesen Fall berechnet, ist 5,9. Der Unterschied 
zwischen der theoretisch berechneten und in der Tat in dem 
Versuche beobachteten Menge vom zersetzten H,Q, ist 2,5°/,, 

Tab. II, Serie Nr. 4. Die Reaktion endigte mit der Zer- 
setzung von 13,25 H,O,. Theoretisch ist die Menge vom zer- 
setztem H,O, D = 13,5. Der Unterschied beliuft sich auf1,9°/,. 

Tab. IL], Serie Nr.1. Die Reaktion endigte mit der Zersetzung 
von 6,1H,O,. D = 6,55. Der Unterschied belauft sich auf 6,9°/,. 

Tab. III, Serie Nr. 2. Zersetztes H,O,: 12,2 D = 12,7. 
Unterschied 3,9°/,.. In solcher Weise erlaubte uns die Formel 
in den angefiihrten Beispielen die Grenzquantitat des von der 
Katalase zersetzten H,O, mit einer Genauigkeit von etwa 
3,8°/, zu bestimmen. 


C, = 
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Die angefiihrten Beispiele gehéren zu denen, in welchen 
die Reaktion mit der Vernichtung der Katalase beim Vor- 
handensein von einer gréSeren oder minderen Quantitait von 
H,O, endigte, d.h., wenn D < 4 ist. Was gibt uns die vor- 
geschlagene Formel in den Fallen, wenn der ProzeB mit 
UberschuB an Katalase verliiuft und mit der Vernichtung des 
siimtlichen Wasserstoffsuperoxyds endigt? 

Bei schwachem Wasserstoffsuperoxyd und verhiltnismibig— 
starker Katalase, wenn der KinfluB des H,O, auf die Katalase 
sich unbedeutend zu erkennen gibt, verlauft der ProzeB nach 
dem ‘T'ypus einer monomolekularen Reaktion. In solchen 
Fallen, welche oft in unseren Versuchen beobachtet wurden, 
wird der D-Wert nahezu oo, was vollstiindig dem Wesen 
einer monomolekularen Reaktion entspricht. 


Bei ) =o wird die nach der Formel: 


rm 1 i- «) 


= jo PIA 2 
“1 ¢(4 — D) 5 A(D— a) 





berechnete Konstante C, gleich 0 sein, was gleichfalls dem 
Sinne einer monomolekularen Reaktion entspricht. (C — der 
Koeffizient der Inaktivierung der Katalase; das Ferment 
bleibt wiihrend des Verlaufes einer monomolekularen Reaktion 
unverindert.) 

Der Koeffizient C,, d.h. der Koeffizient der Geschwin- 
digkeit der Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyds wird in diesen 
Fallen nach der Hormel der Reaktionen 1. Ordnung, in welche 
die vorgeschlagene Formel bei ) = oo iibergeht, berechnet. 

In der Tat, es wurde oben schon erwadhnt, daB in der 


Gleichung: lg - Ae es) =C(AH— B)t der Wert Hr=y 
die Quantitét der wihrend des Zeitraumes ¢ zersetzten Kata- 
lase bezeichnet. Wenn man annimmt, daB die Katalase wahrend 
ihrer Wirkung bei gewissen Verhaltnissen des Versuches nicht 
zersetzt wird, d.h,, daB Y= Hx = 0 ist, so verwandelt sich 
die vorhergehende Gleichung in 


gS = O(— Bye 





oder in 
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z 4 A 

lg _—_, 
t B A-—-@2 
mit anderen Worten: sie verwandelt sich in eine Gleichung 
der Reaktionen 1. Ordnung.’) 


Ein Fall von monomolekularem Verlaufe einer Reaktion 
ist in der Tab. 1V dargestellt. 


Tabelle IV. 


Katalase: 0,0015 ccm Blut in 25,0 cem von reagierender Mengung. 
A=16,9. H,O, — 0,00575 g in 25 cem von reagierender Mengung — 
entspricht 16,9 cem n/100-KMnQ,. 























F 1 { x ber. aus der 
, \A—a a2 [C=—lg—— D Gleichung 
Min. t siti bei D=o 
10 18,55] 8,35] 0,0296 D ty—t,s > 10000 (D= @) 
15 |5,95]10,95] —0,0302 D tyy—toy > 10000(D=c)] a, = 10,82 
20 |4,15]12,75]  0,0305 D tyy—tyy > 10000 (D= ®)| a5 = 12,57 
30 |2,1 | 14,8 0,0302 D t,;—lp > 10000 (D=a)] %3) = 14,71 
40 11,8 | 15,6 0,0279 10000 > Dt,,—t;, > 8000] 2, = 15,79 
400 > Di,,—t;, > 200 


In den Fillen, wenn die Reaktion zwischen der Katalase 
und dem Wasserstoffsuperoxyd mit der Zersetzung des simt- 
lichen H,O, endigt, jedoch am Anfange des Versuches die 
Menge von H,O, so groB ist, daB die Zersetzung der Katalase 
stattfindet, erscheint der J)-Wert als ein Grenzwert, wobei er 
jedoch stets gréfer als 4 ist. In solchen Versuchen kénnte 
die zuriickgebliebene Katalase ihre Wirkung fortsetzen, wenn 
eine gréBere Menge von H,O, vorhanden gewesen wire. Ein 
solcher Fall ist durch die Sexi N 1 in Tab. 2 und durch die 
Serien V3 und 4 in Tab. 3 illustriert. 

Der fiir verschiedene Zeitriume dieser Reaktion tos 
rechnete D-Wert schwankt in diesen Fallen mehr oder minder, 


1) Die vorgeschlagene Formel verwandelt sich bei 2 = Y und 


folglich bei # = 1 in 


d. h. in eine Gleichung 2. Ordnung, wenn zwei Substanzen sich in iiqui- 
vaienten Quantititen verindern. 





ay 
i 
z 
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er ist jedoch stets gréBer als 4. In diesen Fallen kann dieser 
Wert, natiirlich keine reale Bedeutung haben. 

Wir lenken die Aufmerksamkeit darauf, daB in dem Falle 
der Zersetzung des H,O, durch die Katalase, welcher von 
Morgulis angefiihrt wird, und zwar als ein Beispiel einer 
anderthalbmolekularen Reaktion, die Formel: 





——_— cA_—a 7 a 
1 (A — D)t 


eine gute Konstante gibt, was aus der Tab. 5 zu ersehen ist. 


Tabelle VY. 


Aus dem Versuch von 8. Morgulis (zitiert nach Oppenheimer, Die 
Fermente, Bd. I). 


5eem 3°, H,O, + 2 cem Phosphatpuffer (p,, = 6,85) + 5 ecm 
Hepatokatalase 3/150. 
Wasserstoffsuperoxydzersetzung ist in Prozenten des befreiten Sauerstoffs 
im Verhaltnis zur Gesamtmenge von Sauerstoff, welche der fiir Reaktion 
verbrauchte Menge von H,O, entspricht, ausgedriickt. 




















C; C, : ‘ C 
H.O,- | Berechnet Berechnet Cs} Ber. nach Forme! y 
Z, , nach rich Berechnet nach: | Prof. Maximowitsch: 
Min. Daina Formel de~ | Formel der} 1 Va-— Va-x le —x 
$1} Reaktionen | Reaktionen |¢ = Y ” Vau-s , oe. A-x * | 
1. Ordnung | 2. Ordnung fe ae eee 
5 | 39,5 i _ — 0,000363 
10 | 59,03 0,08925 0,00141 0,00563 0,000365 
15 | 70,41 i Sal 0,00558 0,000365 
25 | 82,78 _ ™ 0,00563 0,000363 
30 | 85,18 0,06301 0,00172 0.00533 0,000339 











Die oben erwihnte Gleichung von Yamasaki gelangte zu 
unserer Kenntnis erst, nachdem der gré8te Teil unserer Ar- 
beit schon vollzogen war. SBei niherer Untersuchung der 
Gleichung von Yamasaki erwies es sich, dab dieselbe der in 
dieser Arbeit vorgeschlagenen identisch ist. In der Tat, wenn 
man in Yamasakis Gleichung: 


C5 Ci +a 
6-4 8 a 
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die entsprechenden Bezeichnungen durch die in der yorliegen- 
den Arbeit angewendeten ersetzt, und zwar: 











C,= A, k, =C,, 
C=A—xz, k=C, 
7) k C . 
L,= B, 3R™Gqn=4s; 
E =z B —Y, 
Integrationskonstante: 
C B 
mt i Ae, 
so erhalten wir: 
Bb 
A EH (8B 
ig5-z 8s -= 6, (5 — A)t, 
-_ = 
oder: 
A B C, ; 
lg ax a sven le ian ba wi (B — A L\t, 
oder: 
A(B— Ez) ; - 
ls Baw = O(B- AZ)4, 


Yamasaki weist auch auf die Bedingungen des Uber- 
ganges seiner Gleichung in eine Gleichung der Reaktionen 
1. Ordnung und in eine Gleichung der Reaktionen 2. Ord- 
nung hin. 

So geschah es, da8B Yamasaki und Prof. Maximowitsch 
ganz selbstiindig und von einander unabhingig zu denselben 
Grundergebnissen gelangten. 

Wir besitzen die Originalarbeit von Yamasaki nicht; 
jedoch nach den Referaten zu urteilen, erlaubt die Formel, 
nach welcher Yamasaki seine Gleichung integrierte, ihm, 
unserer Meinung nach, nicht einige wertvolle Schliisse zu 
ziehen, zu welchen dieselbe Gleichung fihrt, wenn man sie in 
der Form 


berechnet. Und zwar kann der in dieser Gleichung ein- 
geschlossene J-Wert als MaB der Katalase in den Fallen der 
Reaktion, wenn der ProzeB mit der Vernichtung der Katalase 
endigt, dienen. 
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Aus den Tabb. I, If und III kann man ersehen, daB der 
D-Wert, d. h. der Grenzwert des zersetzten Wasserstoffsuper- 
oxyds von der H,O,-Konzentration nicht abhingt und in ge- 
wissen Grenzen der Ursprungsquantitit der Katalase pro- 
portional ist. 


In diesem Falle stimmen unsere SchluBfolgerungen voll- 
stiindig mit denen von Iscovesco itiberein, Dieser Verfasser 
behauptet nimlich, daB die gegebene Menge von Katalase nur 
eine gewisse bestimmte Quantitat von H,O, zu zersetzen im- 
stande ist, und daB die volle Menge von H,O,, welche am 
Ende des Versuches zerspalten wird, in Fallen, wenn das H,0, 
in Uberflu8 gewonnen wird, der Katalasenquantitit pro- 
portional ist.*) 


Demnach erscheint es am natiirlichsten und am zweck- 
miBigsten, die Messung der Katalasenkraft durch die absolute 
Menge von H,O,, welche sie zu zersetzen imstande ist, zu 
vollziehen. 


Die hiermit vorgeschlagene Gleichung erlaubt, solch 
eine Messung der Katalase zu vollziehen, d.h. die Grenzen- 
quantitat des unter gewissen Bedingungen zersetzten Wasser- 
stoffsuperoxyds mit Genauigkeit leicht zu bestimmen. Diese 
Genauigkeit kann unter giinstigen Umstinden 97—98°/, 
erreichen, ungeachtet dessen, daB in den Versuchen die 
Moglichkeit der Zersetzung der Katalase unter dem Einfluf 


verschiedener schidlicher Faktoren nicht ausgeschlossen war. 


Der Gedanke, daS8 die Ermessung der Katalasen- 
kraft durch die absolute Quantitit des H,O,, welche die 
Katalase im gegebenen Versuche zu zersetzen imstande 
ist, als das einzig rationelle Messungsverfahren erscheint, 
wurde schon von Morgulis in sehr energischer Weise ge- 
iuBert. Dieser Verfasser schlug auch eine entsprechende 
Katalaseneinheit und ein entsprechendes Verfahren fiir deren 
Messung vor. 





*) Zitiert nach Batelli u. Stern, ,,Die Katalase‘, Ergebnisse der 
Physiologie Bd. 10, 8S. 531 (1910). 
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SchluBfolgerungen. 


1. Auf Grund der oben angefiihrten Erwigungen kann 
man ersehen, da der studierte ProzeB zwei gleichzeitige, 
jedoch voneinander unabhingige Prozesse umfaBt, und zwar 
einen fermentativen, die durch Katalase bedingte Wasserstoff- 
superoxydzersetzung und die Reaktion der Inaktivierung der 
Katalase durch Wasserstofisuperoxyd. Dabei tritt fiir uns die 
Frage itiber das Wesen der Inaktivierung der Katalase durch 
H,O, in den Hintergrund. 

2. Der fermentative ProzeB der Spaltung des Wasserstofi- 
superoxyds durch Katalase folgt, wie es aus unseren Ver- 
suchen zu ersehen ist, den Gesetzen einer monomolekularen 
Reaktion. Der Grad der Abweichung von diesem Verlaufe hingt 
von der Intensivitit der begleitenden Reaktion der Inakti- 
vierung der Katalase durch H,O, ab. 

3. Die Formel: 

. : 1 1 B(A —@ 

() C= > ae=3" ae io 

bezeichnet den Gesamtausdruck des Gesetzes, laut welchem 
der komplizierte ProzeB der Zusammenwirkung der Katalase 
und des H,O, in verschiedenen Verhiltnissen zwischen deren 
Konzentration verlauft. 

4, Unter gewissen Bedingungen, und niimlich wenn Uber- 
schu8 an H,O, vorhanden ist und die Reaktion mit der Ver- 
nichtung der Katalase endigt, erlaubt die Formel: 


D A-—2Z 
(II) — - me 














mit geniigender Genauigkeit die Grenzmenge des gespaltenen 
Wasserstoffsuperoxyds zu berechnen. 

5. In gewissen Grenzen der H,O,- und Katalasenkonzen- 
trationen hingt der D-Wert nicht von der ersteren ab, sondern 
variiert proportional der urspriinglichen Katalasenmenge. 

6. Demnach kann der nach der Formel (II) berechnete 
D-Wert (namentlich in Fallen, wo die Reaktion mit der Ver- 
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nichtung der Katalase endigt) als MaB fiir die Katalasenkratt 
dienen. 


Wir halten es fiir eine angenehme Pflicht, Herrn Prot. 


W.P. Welmin fiir seine wertvolle Hilfe bei der mathematischen 
Bearbeitung der studierten Frage unseren Dank auszusprechen. 


Ne 
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Uber die Pepsinspaltung. 
Von 
S. P. L. Serensen und Lydia Katschioni-Walther (Leningrad). 


Mit einer Notiz tber die Indicatorfrage. 
Ven 
K. Linderstrem-Lang.') 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Carlsherg-Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Der Redaktion zugecangen am 14, Januar 1928.) 


Die Frage betrefis der Konstitution der Proteinstoffe ist 
seit einigen Jahren ein Gegenstand eingehender Untersuchungen, 
es wurde von verschiedenen Forschern und auf vielen ver- 
schiedenen Wegen versucht, diese komplizierte Frage zu er- 
hellen. Unter den wichtigsten und erfolgreichsten Methoden, 
die zur Beleuchtung derselben angewandt wurden, hat sich 
das Studium der Einwirkung der proteolytischen Enzyme auf 
die Proteinstoffe erwiesen, und die neuesten Untersuchungen 
von R. Willstatter, EK. Waldschmidt-Leitz und seinen 
Mitarbeitern haben iiber neue Seiten des ebenso bedeutsamen 
wie verwickelten Problems Klarheit gebracht und auch neue 
Wege zu dessen. zukiinftiger Bearbeitung angewiesen. 

Obschon es wohl als allgemein angenommen zu betrachten 
ist, daB eine tryptische oder ereptische Spaltung in einer Hydro- 
lyse von Peptidbindungen unter Bildung von Carboxyl- und 
Aminogruppen besteht, so ist doch in betreff der peptischen 
Spaltung die Sache viel weniger klargestellt. Bereits bei der 
ersten Anwendung der Formoltitration auf die Messung des 


1) Wird gleichzeitig hiermit in danischer und englischer Sprache 
in den ,,Compt. Rend. Laboratoire Carlsberg Bd. 17, Nr. 7 veréffentlicht. 
18* 
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Verlaufes proteolytischer Prozesse wurde man auf einen Wesens- 
unterschied zwischen der peptischen Spaltung einerseits und 
den tryptischen und ereptischen Prozessen andererseits aut- 
merksam: wihrend diese letzteren unter Freimachung reich- 
licher Mengen von formoltitrierbarem Stickstoff, also unter 
Spaltung einer bedeutenden Anzahl Peptidbindungen, verliefen, 
war fiir die Pepsinspaltung der Sachverhalt ein anderer. Die 
Vermehrung des formoltitrierbaren Stickstofis war bei diesem 
ProzeB eine verhialtnismibig geringe, obgleich durch die Kin- 
wirkung des Pepsins der Proteinstoff in mancherlei Beziehung 
in hohem Grade veriindert wurde. Es war demnach die An- 
nahme nahegelegt, daB die Pepsinspaltung von komplizierterer 
Natur sei als die Trypsin- und Erepsinspaltung und wahr- 
scheinlich noch zu etwas anderem und mehr Veranlassung 
gebe als die geringe Aufschliegung von Peptidbindungen, 
welche durch Formoltitrierungen vor und nach der Einwirkung 
des Pepsins nachgewiesen werden konnte. Was dieses andere, 
iiber die genannte AufschlieBung hinausgehende anlangt, so 
hat nicht zum wenigsten die durch die Pepsinspaltung be- 
wirkte starke Anderung der physikalischen Eigenschaften (z. B. 
der Viscositit) der Proteinlésung die Vermutung veranlabBt, 
daB es sich um eine Art von DesaggregationsprozeB ohne 
Lésung eigentlich chemischer Bindungen handle.’) 

In jiingster Zeit wurde die Frage betreffs des Charakters 
der Pepsinspaltung wieder zur Erérterung gebracht. Hs legen 
von zwei verschiedenen Seiten Untersuchungen vor, welche zu 
entscheiden bezwecken, ob bei dieser proteolytischen Spaltung 
ebenso wie bei der tryptischen und der ereptischen gleich- 
viele Carboxyl- und Aminogruppen gebildet werden, mit anderen 
Worten, ob die verhaltnismiBig geringe Vermehrung der sauren 
Gruppen, welche — wie schon lange bekannt — durch die 





') Nachdem in einer unten besprochenen Abhandlung von E. Wald- 
schmidt-Leitz und E. Simons [Diese Zs. Bd. 156, 8. 114 (1926)] eine 
vorziigliche Ubersicht iiber die Entwicklungsgeschichte der hier be- 
handelten Frage gegeben ist, méchten wir die daran interessierten Leser 
darauf verweisen und uns hier auf die obigen orientierenden Be- 
merkungen beschriinken. 
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Pepsinspaltung verursacht wird, auf die Lésung von Peptid- 
pindungen und nur hierauf zuriickzufiihren ist. 

Im Anfange des vorigen Jahres wurde von H. Steudel, 
J. Ellinghaus und A. Gottschalk!) eine Reihe von Ver- 
suchen verdffentlicht, durch welche nach dem Dafiirhalten der 
Verfasser dargetan ist, daB bei der Pepsinspaltung einer Reihe 
von Proteinstoffen (Casein, Serumalbumin, Serumglobulin, Gluten- 
casein, Fibrin, Edestin und Vitellin) eine weit gréBere Anzahl 
saurer Gruppen (gemessen durch Formoltitrierung und auch 
durch Willstatters Methode) als basischer Gruppen (durch 
van Slykes und durch Folins colorimetrische Methode ge- 
messen) gebildet werden. Die Verfasser geben keine bestimmte 
Deutung der von ihnen festgestellten Tatsache, sondern be- 
schrinken sich darauf, auf die Méglichkeit der Lésung von 
Bindungen zwischen Carboxylgruppen und Oxygruppen hinzu- 
weisen oder auch zwischen Carboxylgruppen und solchen stick- 
stoffhaltigen Gruppen, die nach der Hydrolyse sich durch 

van Slykes Methode gar nicht oder jedenfalls nur teilweise 
nachweisen lassen. 

Ungefiihr zur gleichen Zeit haben sich auch EK. Wald- 
schmidt-Leitz und E. Simons?) mit dieser Frage beschiftigt 
und sind zu einem etwas anderem Resultat gelangt. Bei 
Pepsinspaltung von Casein, Eialbumin und Rizinusglobulin 
finden sie nimlich, da8 das Verhaltnis zwischen dem Zuwachs 
an sauren Gruppen (gemessen durch Willstatters Methode) 
und dem Zuwachs an Aminogruppen (nach van Slyke ge- 
messen) beinahe konstant, gleich 1 bleibt, wahrend die Pepsin- 
spaltung anderer Proteinstoffe (Gliadin, Zein, Gelatine) un- 
regelmiBiger verliuft; doch ist die Anzahl der gebildeten 
sauren Gruppen im groBen und ganzen hoher als die der 
Aminogruppen, besonders wenn die Hydrolyse sich itiber mehrere 
Tage erstreckt. 

H. Steudel und J. Ellinghaus’) haben spiter die Frage 
wieder aufgenommen und in Ubereinstimmung mit ihren ersten 





1) Diese Zs. Bd. 154, 8. 21 u. 198 (1926). 
2) Diese Zs. Bd. 156, S. 114 (1926). 
8) Diese Zs. Bd. 166, S. 84 (1927). 
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Versuchsergebnissen gefunden, dai die Pepsinspaltung des 
Caseins, des Edestins und der Gelatine einen mehrere Male 
gréBeren Zuwachs an Carboxylgruppen (nach Willstatters 
Methode gemessen) als an Aminogruppen (nach van Slyke 
gemessen) gab. Andererseits haben K. Felix und A. Harten- 
eck’) bei einer Pepsinspaltung von Thymushiston, H. H. Weber 
und H. Gesenius?’) bei einer Pepsinspaltung von Casein ge- 
funden, daB das Verhiltnis zwischen dem Zuwachs an Carboxyl- 
gruppen und dem an Aminogruppen beinahe gleich 1 ist; 
doch iiberwog der Zuwachs der Carboxylgruppen stets, wenn- 
gleich nur in sehr geringem Mabe. 

Nachdem in betreff dieser fiir das Studium der Kon- 
stitution der Proteinstoffe so wichtigen Frage immer noch 
einander widersprechende Angaben vorliegen, haben wir es als 
zweckdienlich befunden, eine eingehende Untersuchung der 
Sache hier im Laboratorium vorzunehmen. Wir haben dabei 
unsere Aufmerksamkeit besonders auf die Fehlerquellen, welche 
die bisher angewandten Methoden mit sich bringen, gerichtet 
und sind auBerdem imstande gewesen, die iibliche Methodik 
mit dem neuen Linderstroem-Langschen Verfahren zur Be- 
stimmung der Aminogruppen und anderer schwach basischen 
Gruppen zu erginzen. Letzteres Verfahren, daB der Will- 
stitterschen Titrierung der Carboxylgruppen und anderer 
schwach sauren Gruppen ganz entspricht, hat sich — wie aus 
Kk. Linderstrom-Langs Arbeit’) hervorgeht — bei Titration 
von Aminosiiuren, Polypeptiden und anderen Verbindungen 
einfacher Zusammensetzung als vorziiglich anwendbar erwiesen. 
Inwieweit dasselbe sich auch fiir unsere Zwecke eignen wiirde, 
muBte durch passende Kontrollversuche entschieden werden. 
Kinige diesbeziigliche, im nachfolgenden (Abschnitt d S. 263) 
beschriebenen Versuche haben gezeigt, daB Linderstrom- 
Langs Methode der von van Slyke erfundenen nicht nur 
gleichgestellt werden kann, sondern in gewissen Fallen — 


1) Diese Zs. Bd. 165, S. 103 (1927). 

*) Biochem. Zs. Bd. 187, 8S. 429 (1927). 

5) C. R. du Laboratoire Carlsberg. Bd. 17, Nr. 4 (1927). 
Diese Zs. Bd. 173, S. 32 (1928). ° 
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namentlich wo genuine oder nur wenig abgebaute Protein- 
kérper in Frage kommen — sogar iiberlegen ist. Van Slykes 
Verfahren gibt unseren Erfahrungen nach vorziiglich iiber- 
einstimmende Resultate, wenn es sich um Analysen von Amino- 
siuren, Polypeptiden und anderen stark abgebauten Protein- 
spaltungsprodukten handelt; dagegen sind uns bei Analysen 
genuiner Proteine und der peptischen Spaltungsprodukte der- 
selben Schwierigkeiten begegnet, namentlich durch Bildung von 
Bodensiitzen, welche unzweifelhaft die Genauigkeit der Resultate 
beeinfluBt haben. Auch bei den Titrationsmethoden, wo ein 
Zusatz von Alkohol oder Aceton stattfindet, hat man Ofters 
mit den durch die Bildung von Bodensitzen verursachten 
Schwierigkeiten zu kampfen; wenn man jedoch auf diese Fehler- 
quelle aufmerksam ist, lassen sich solche Schwierigkeiten ge- 
wohnlich mittels entsprechender Kunstgriffe iiberwinden. | 

Das Ergebnis unserer Untersuchungen iiber Protein- 
spaltungen la8t sich kurz so zusammenfassen: Bei allen 
solchen Spaltungen, wo wir die bei den Titrierungen 
vorliegenden Fehlerquellen vermeiden konnten, hat 
es sich herausgestellt, daB das Verhaltnis zwischen 
dem bei der Pepsinspaltung gefundenen Zuwachs 
saurer Gruppen (gemessen durch Formoltitration und nach 
Willstatters Methode) und dem basischer Gruppen (nach 
Linderstrem-Lang gemessen) stets beinahe gleich 1 
war. Wenn friithere Untersucher dieses nicht gefunden haben, 
riihrt es unseres Erachtens davon her, daf es ihnen nicht 
immer gelungen ist, diese Fehlerquellen zu vermeiden, welche bei 
der Untersuchung der genuinen Stoffe eine gréBere Rolle spielen 
als bei der spiteren Untersuchung der Spaltungsprodukte. 

In einem der letzten Hefte dieser Zeitschrift —. welches 
erst nach dem AbschluB eines wesentlichsten Teiles gegen- 
wirtiger Arbeit erschienen ist — haben EK. Waldschmidt- 
Leitz und G. Kiinstner’) neue, mit einer verbesserten 
Methodik ausgefiihrte Versuche verdéffentlicht, in welchen sie 
bei der peptischen Hydrolyse von vier typischen Proteinstoffen 


1) Diese Zs. Bd. 171, S. 70 (1927) 
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(Eialbumin, Casein, Gelatine und Histon) das Verhiltnis zwischen 
dem Zuwachs an sauren Gruppen (gemessen durch Will- 
stitters Methode) und dem der basischen Gruppen (nach 
van Slyke gemessen) konstant gleich 1 finden. 

Da unsere Resultate, wie oben erwihnt, hiermit voll- 
stiindig iibereinstimmen, diirfte es unseres Dafiirhaltens als 
festgestellt zu betrachten sein, daB bei der peptischen Spaltung, 
jedenfalls was die untersuchten Proteinstoffe betrifft, gleich- 
viele saure und basische Gruppen entstehen. Ferner — nach- 
dem diese letzteren sich durch van Slykes Methode be- 
stimmen lassen und daher wabhrscheinlich als Aminogruppen 
anzusehen sind — schlieBen zu diirfen, da fiir die Pepsin- 
spaltung die natiirlichste und auch einfachste Erklirung die 
sein wird, daB die peptische Spaltung ebenso wie die iibrigen 
proteolytischen Spaltungen in einer Hydrolyse von Peptid- 
bindungen besteht. 

Ob daneben noch irgend etwas geschieht, labt sich auf 
Gsrund der bis jetzt bekannten Arbeiten noch nicht mit Sicher- 
heit entscheiden; Waldschmidt-Leitz und Kiinstner meinen 
indessen, aus noch nicht verdéffentlichten Untersuchungen — 
aus welchen hervorgeht, da8 der Umfang der Pepsinspaltung 
in einem bestimmten und einfachen Verhiltnis zu dem Um- 
fang der Wirkung der anderen proteolytischen Enzyme beim 
Abbau des Histons steht, lediglich in der AufschlieBung von 
Peptidbindungen bestehe. Wenn diese Annahme sich als richtig 
erweist, so liegt dadurch eine wichtige Seite der Frage betreffs 
der Konstitution der Proteinstoffe klarer erhellt als bisher, 
indem man dann der SchluBbemerkung der Verfasser (a. a. O. 
S. 73) beipflichten muB: ,,Die SchluBfolgerung erscheint be- 
rechtigt, daB die Struktur der enzymatisch spaltbaren Proteine 
im wesentlichen eine peptidartige ist.“ 


Experimenteller Teil. 


a) Das bei den endlichen Versuchen angewandte Verfahren. 


Pepsinlésung: 1 g Pepsin (Ph. Brit.-Merck) wurde in 
100 ccm n/38-Salzsiure bzw. fiir die Gliadinversuche in 100 ccm 
n/10-Salzsaiure aufgelést. 
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Caseinlésung: 6 g Casein (Hammarsten) wurden in 
64ccm Wasser aufgeschlemmt und durch Zutrépfeln von 36 ccm 
n/10-Natriumhydroxyd unter guter Umriihrung gelést. 

Gliadinlésung: 6 g Gliadin (aus Weizenmehl) wurden in 
90 com Wasser aufgeschlemmt und durch Zutrépfeln von 
10 com n/3-Salzsiure unter guter Umrihrung gelést. 

Gelatinelésung: 6 g Gelatine (Goldgelatine-Schweinfurt) 
wurden in 100 ccm Wasser gelist. 

Die bei den verschiedenen Versuchen angegebenen, vorher 
auf 30° erwirmten Mengen obiger Lésungen wurden so schnell 
als méglich zusammengemischt in einer Flasche oder einem 
Glase, das mit einem Stépsel verschlossen werden konnte, 
worauf man Proben von je 10 ccm der Mischung entnahm, 
und zwar sowohl gleich nach der Vermischung als auch nach 
Aufbewahrung der Mischung bei 30° wiihrend der bei den 
einzelnen Versuchen angegebenen Zeiten. Die entnommenen 
Proben wurden in die Kolben abpipettiert, in welchen die 
Titrierung vorzunehmen war, und die den Stoff (Aceton, Kalium 
baw. Natriumhydroxydlésung) enthielten, durch welchen die 
peptische Spaltung abzubrechen war. Diese Kolben wurden 
vor und nach der Abpipettierung gewogen, worauf die Titration 
méglichst bald stattfand. Die direkt gefundenen Titrations- 
resultate wurden so umgerechnet, daB sie 10g der unter- 
suchten Mischung entsprachen. 

Wenn eine sehr genaue Probeentnahme angestrebt wird, 
so ist eine Abwigung der Proben immer einer Abmessung 
vorzuziehen, und mit dem yon uns verfolgten Zweck im Auge 
war die Wigung der entnommenen Proben aus folgenden 
Gsriinden notwendig: 

Im Verlaufe der peptischen Spaltung erleidet die Visco- 
sitiit der Proteinlésung oft eine so bedeutende Anderung, daB 
es bei der Probenentnahme unmédglich ist, immer das gleiche 
Volumen abmessen zu kénnen, selbst wenn man zur Abmessung 
stets dieselbe Pipette, dieselbe lange Auslaufszeit usw. an- 
wendet. 

In besonders hohem Make machte sich dieses Verhiltnis 
bei Probenentnahme aus Caseinlésungen geltend, welche bei 
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Aufbewahrung mit Salzsiure ohne Pepsin immer viscéser (das 
Gewicht von 10 ccm somit immer kleiner) wurden (vgl. Tab. 2, 
3 und 4, zweite senkrechte Kolonne, untersten Teil); bei Be- 
handlung mit pepsinhaltiger Salzsaure zeigt sich ein Viscositits- 
maximum nach !/,—1/,stiindiger Kinwirkung von Pepsin unter 
den von uns gewihlten Versuchsbedingungen (vgl. z. B. Tab. 5, 
zweite, siebente und zwolfte senkrechte Kolonne) Eine auch 
nur einigermaBen genaue Probenentnahme aus solchen Casein- 
lésungen ist nur bei Anwendung von inwendig paraffinierten 
Pipetten méglich gewesen, da das in der nicht vdéllig homo- 
genen Lésung befindliche, stark gallertartige Casein geneigt 
war, an der Innenseite der Pipette festzukleben, wenn diese 
nicht paraffiniert war. 

Bei so bewandten Verhiltnissen haben wir nicht auf die 
iuBerste Genauigkeit bei der Abmessung der Proben besonders 
Gewicht gelegt, da eine Wigung nachfolgen sollte; doch haben 
wir, zur Beleuchtung der Frage, bei einem einzelnen Versuche 
(betrefiend Pepsinspaltung der Gelatine, S. 273) sowohl die 
Messung wie die Wigung der entnommenen Proben mit groBer 
Sorgfalt ausgefiihrt, Aus der Tab. 7, zweite, siebente und 
zwolfte senkrechte Kolonne geht nun hervor, da die der 
pepsinhaltigen Mischung entnommenen Proben von je 10 ccm 
mit der fortschreitenden Spaltung der Gelatine immer mehr 
und mehr wiegen (das Gewicht der nach !/,—2—21/, Minuten 
entnommenen Proben betrug 9,86—9,89—9,94 g, waihrend das 
der nach 120 Stunden entnommenen 10,07—10,06—10,06 g 
war). Aus diesen Zahlenwerten ist nun ersichtlich, daB der 
Unterschied zwischen dem End- und dem Anfangsgewicht von 
10 ccm zwischen 1 und 2°/, von dem Gewicht der ganzen 
Probe betrigt. In manchen Fiillen wird ein solcher Fehler 
sehr wenig bedeuten; im vorliegenden Falle wird er aber von 
auBerordentlich groBer Bedeutung sein, einesteils weil die 
Titration nicht allein die durch die Spaltung von Peptid- 
bindungen gebildeten Carboxyl- bzw. Aminogruppen, sondern 
auch die in der Lésung vorhandene Salzsiure umfaBt, andern- 
teils auch weil bei der Titrierung von Carboxyl- bzw. Amino- 
gruppen der Fehler in verschiedenen Richtungen geht. Zwecks 
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einer naheren Beleuchtung dieser Frage werden wir die bei 
dem oben erwaihnten Versuche gewonnenen Zahlen benutzen, 
um zu untersuchen, welche Bedeutung ein Abmessungsfehler 
von 1°/, haben wird. Bei der Formoltitrierung wurde eine 
Vermehrung der Carboxylgruppen konstatiert, welche nach 
120stiindiger Spaltung 1,01 ccm n/10-Natriumhydroxyd ent- 
sprach; die gesamte zur Titrierung einer Probe von 10 g ver- 
wendete Menge bezifferte sich aber auf 19,35 ccm n/10; ein 
bei der Abmessung begangener Fehler von 1°/, wird hier ein 
Titrationsfehler von 0,19 ccm n/10 bedeuten, was 19°/, der 
der Vermehrung der Carboxylgruppen entsprechenden 1,01 ccm 
ausmacht. Eine Vermehrung der entnommenen Probe um 
i°/, wird folglich eine scheinbare Vermehrung der Carb- 
oxylgruppen um 1°/, bewirken, und ein ganz ihnliches Re- 
sultat bekommt man bei der Betrachtung der durch die 
Willstatter-Titration gefundenen Zahlen. Bei Linderstrom- 
Langs Methode geht der Fehler hingegen in der anderen 
Richtung: nach 120stiindiger Spaltung entsprach die Ver- 
mehrung an Aminogruppen 0,94 ccm n/10-Salzsiiure; die zur 
Titrierung einer Probe von 10g nétige Menge n/10-Kalium- 
hydroxyd war aber 12,53 ccm. Ein bei der Abmessung ge- 
machter Fehler von 1°/, bedeutet demnach einen Fehler von 
0,125 com oder etwa 13°/, von den der Vermehrung der 
Aminogruppen entsprechenden 0,94 ccm; hier wird aber die 
Vermehrung der entnommenen Probe um 1°/, eine schein- 
bare Verminderung der Aminogruppen um etwa 13°/, geben. 

Vollstiindigkeitshalber sei hier erwihnt, da8 bei der Amino- 
gruppenbestimmung nach van Slyke — welche bei unseren 
abschlieBenden Versuchen nicht zur Anwendung kam — ein 
Abmessungsfehler von geringerem Belang ist, weil die Bestim- 
mung sich nur auf die Aminogruppen allein bezieht. 

Da eine Fehlerquelle der in Rede stehenden Art bei den 
verschiedenen Bestimmungsverfahren mit ungleichem Gewicht 
und nach verschiedenen Seiten hin wirkt, ist es indessen ein- 
leuchtend, da8 bei einer Untersuchung wie die, um welche es 
sich in gegenwirtiger Abhandlung handelt, einer solchen 
Fehlerquelle eine besondere Bedeutung zukommt. 
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In ganz derselben Weise wie ein Fehler bei der Abmessung 
der Proben wirkt eine eventuelle Verdiinnung oder Konzentration 
der pepsinhaltigen Mischung, und einem davon herrihrenden 
Fehler la8t sich nicht durch Wagung der entnommenen Proben 
abhelfen. Wir méchten hier daran erinnern, daf die pepsin- 
haltige Mischung bei 30° steht, und daB die dieselbe ent- 
haltende Flasche durch die Entnahme der Proben nach und 
nach entleert wird. Wenn man nicht Sorge trigt, vor jeder 
Probeentnahme die Flasche gut zu schiitteln und sie nur 
wiihrend einer médglichst kurzen Zeit offenzuhalten, wird 
also reichliche Gelegenheit zur Verdunstung des Wassers sein. 
Dieses wird zu Folge haben, daB die zuletzt entnommenen 
Proben stiirker konzentriert sein werden, somit anch mehr 
Salzsiure als die zuerst entnommenen enthalten, was natiirlich 
einen Fehler von der namlichen Art wie der oben erwahnte | 
veranlassen wird. 


Bei unseren ersten Versuchen waren wir uns noch nicht 
klar iiber die bedeutende Rolle, die die hier besprochenen 
Fehlerquellen spielen, und aus diesem Grunde haben wir 
unsere ersten Versuchsreihen siimtlich als unbrauchbar aus- 
mustern mlssen. 


Was die Ausfiihrung der verschiedenen Titrierungen und 
der daran gekniipften Kontrollbestimmungen betrifft, ist auf 
die nachfolgende Abschnitte zu verweisen. Hier ist nur noch 
zu bemerken, da simtliche Spaltungsversuche bei 30° aus- 
eefihrt und auf die Anderung, die die Wasserstoffionen- 
konzentration bei der Spaltung erleidet, keine Riicksicht ge- 
nommen wurde. Wir haben uns nur zur Aufgabe gemacht, 
zu untersuchen, ob durch die peptische Spaltung gleich viele 
saure und basische Gruppen gebildet werden, und um die fiir 
diesen Zweck nétigen Titrierungen méglichst scharf und genau 
ausfiihren zu kénnen, haben wir keine Puffermischung zu der 
Versuchsfliissigkeit gesetzt. Wir sind uns daher auch dariiber 
klar, daB unsere MeBresultate sich nicht etwa zur Aus- 
fiihrung von z. B. reaktionskinetischen Berechnungen benutzen 
lassen. 
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b) Formoltitration. 


In den fiir Formoltitrierung bestimmten Proben wurde 
die peptische Spaltung vermittels einer nach der anwesenden 
Salzsiure abgepaBten Menge von n/5-Natriumhydroxyd ab- 
gebrochen; diese Menge ist als a ccm bezeichnet, z. B. fiir das 
Casein 10 ccm. Danach wurde die Titrierung unter Anwen- 
dung von etwa n/10-Natriumhydroxyd und etwa n/10-Salzsiiure 
auf die gewohnliche Art und Weise ausgefiihrt und bot keine 
Schwierigkeiten irgendwelcher Art dar. 

Phenolphthaleinlésung: 0,5g Phenolphthalein in 100 ccm 
50°/,igem Alkohol. 

Formollésung: Zu 50 ccm formol des Handels (40°/,- 
igem) wurde 1 ccm Phenolphthaleinlésung nebst 2n-Natrium- 
hydroxyd gesetzt bis zu schwach roter Farbe. 

Die Kontrollésung [(10 + a) com Wasser + 10 com 
Formollésung] wurde bis zu deutlich roter Farbe titriert (Ver- 
brauch: 0,1—0,2 ccm n/10-Natriumhydroxyd). 

Zur Untersuchung, ob eine kiirzere Aufbewahrung mit 
der zur Abbrechung der peptischen Spaltung verwendeten 
Menge n/5-Natriumhydroxyd einen Fehler bei der Titration 
verursachen kénnte, wurden folgende Versuche angestellt: 

100 ccm Caseinlésung wurden mit 100 ccm Pepsinlésung 
gemischt und 24 Stunden bei 380° stehen gelassen, worauf 
man 100 ccm der Mischung in 100 ccm n/5-Natriumhydroxyd 
abpipettierte. Der so gewonnenen Mischung wurde nach Ab- 
lauf der unten angegeben Zeiten 20 ccm zur Formoltitrierung 
entnommen. Der Verbrauch von n/10-Natriumhydroxyd war 
folgender: 

Zeit in Minuten. . . . 0,5 10 20 30 60 120 
Verbrauch n/10-NaOH . 1,38 1,40 1,40 = 1,40 1,40 1,42 

Selbst noch nach 2stiindigem Stehenlassen lag der Zuwachs 
am Verbrauch von n/10-Natriumhydroxyd also innerhalb der 
Fehlergrenze der Titration. 


c) Willstatters Methode. 


In den fiir die Titrierung nach Willstatter bestimmten 
Proben wurde die peptische Spaltung mittels einer nach der 
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anwesenden Salzsiure abgepaBten, als a ccm  bezeichneten 
Menge von etwa n/10 alkoholischem Kaliumhydroxyd ab. 
gebrochen. Es wurden dann 2 ccm Indicatorlésung (Phenol- 
phthalein) und 40 ccm kalter Alkohol (96°/,iger) zugesetzt und 
die Probe mit alkoholischem Kaliumhydroxyd oder Salzsiure 
titriert, bis die Indicatorfarbe etwas stirker als die der Kon- 
trollésung war. SchlieBlich wurden noch 100 ccm warmer 
Alkohol in dickem Strahl und unter gutem Umschiitteln zu- 
gegeben, worauf die Titrierung bis zur Farbe der Kontroll- 
lésung zu Ende gebracht wurde. Bei Versuchen mit Gelatine- 
lésungen erwies es sich doch, um eine verfriihte Ausscheidung 
eines Niederschlages zu verhiiten, 1s notwendig, das mehr 
alkalisch liegende Thymolphthalein zu benutzen, bis zu ziemlich 
starker Indicatorfarbe zu titrieren und alsdann 140 ccm warmen 
Alkohol auf einmal zuzusetzen, wonach die Titrierung zu Ende 
gebracht wurde (vgl. S. 273). 

Ktwa n/10-alkoholische Kaliumhydroxydlésung: 
30 g¢ Kaliumhydroxyd wurden in 250 ccm Wasser aufgelést 
und die Lésung mit 3750 ccm 96°/,igem Alkohol gemischt. 
Nach gutem Umschiitteln und mehrtaigigem Stehenlassen wurde 
die klare Lésung von ausgeschiedenem Kaliumcarbonat ab- 
gegossen. 

Ktwa n/10-alkoholische Salzsaéure: 100 ccm etwa 
2n-Salzsiure wurden mit 1900 ccm 96°/,igem Alkohol ge- 
mischt. 

Phenolphthaleinlésung (vgl. S 261). 

Thymolphthaleinlésung: 0,5 g Thymolphthalein in 
100 ccm 96°/,igem Alkohol. 

Die Kontrollésung (10 com Wasser + 2 ccm Indicator- 
lésung + 140 ccm 96°/,igem Alkohol) wurde auf schwach, aber 
deutlich rote bzw. griinlichblaue Farbe titriert, wozu 0,3—0,4 ccm 
n/10-alkoholisches Kaliumhydroxyd nétig war. 

Kine wesentliche Fehlerquelle bei dieser Titration liegt 
in der auf Zugabe von Alkohol eintretenden Niederschlag- 
bildung, und diese Fehlerquelle macht sich im Anfang und 
am Ende der peptischen Spaltung in ungleichem Mafe geltend. 
Eine solche Niederschlagbildung, mit welcher man bei den 
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meisten tryptischen oder ereptischen Spaltungen nicht oder 
jedenfalls in weit geringerem Mabe zu kimpfen hat, erschwert 
die Vergleichung zwischen der Farbe der Probe und der der 
Kontrollésung, wozu noch kommt, daB der Niederschlag iiber- 
schiissige Saéure bzw. Base einzuschlieBen oder mitzureiBen ge- 
neigt ist. Man muB8 deshalb bestrebt sein, die Titration in solcher 
Weise auszufiihren, daB méglichst wenig Niederschlag gebildet 
wird, und daB dieser, soweit tunlich, sich in der Fliissigkeit auf- 
geschlimmt halt und erst zu einem Zeitpunkt gebildet wird, 
wo die Probe nur wenige Tropfen der Titrierfliissigkeit er- 
fordert, um die Farbe der Kontrollésung anzunehmen. Um 
das beste Verfahren zu ermitteln, haben wir bei vorlaiufigen 
Versuchen die Versuchsbedingungen soviel als méglich variiert 
(kalter oder warmer Alkohol, Zugabe auf einmal oder nach 
und nach, Zugabe auf verschiedenen Stadien der Titrierung, 
Anwendung von Aceton statt des Alkohols), und fiir jeden 
einzelnen Proteinstoff haben wir das demselben nach unserem 
Krachten angemessenste Verfahren gewihlt. 


d) Linderstrom-Langs Methode. 


In den fiir diese Titration bestimmten Proben wurde die 
peptische Spaltung der Casein- und Gliadinlésungen mit 
Hilfe von 20 ccm Aceton abgebrochen, welche in dem fiir die 
Titrierung bestimmten, gewogenen Kolben untergebracht waren. 
Nach Zugabe von weiteren 15 ccm Aceton und 10 Tropfen 
Indicatorlésung (Naphthylrot) wurde mit etwa n/10-alkoholischem 
Kaliumhydroxyd auf die Farbe der Kontrollésung I titriert, 
worauf man 65ccm Aceton in dickem Strahl und unter gutem 
Umschiitteln zusetzte. Die Titrierung wurde dann méglichst 
schnell zu Ende gebracht durch Zutrépfeln weniger Tropfen 
der Kaliumhydroxydlésung bis zur Farbe der Kontrollésung II. 

Etwa n/10-alkoholische Kaliumhydroxydlésung und 
etwa n/10-alkoholische Salzsiure (vgl. S. 262). 

Naphthylrotlésung: 0,1 g Naphthylrot (Benzol-azo-«- 
naphthylamin)') wurde in 100 ccm 96°/jigem Alkohol gelést. 





1) Vel. K. Linderstrem-Lang, Diese Zs. Bd. 173, S. 32 (1928). 
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Kontrollésung I (Casein und Gliadin): 10 ccm Wasser +- 
35 com Aceton + 10 Tropfen Indicatorlésung + 0,5 ccm n/10- 
alkoholische Salzsiure. 

Kontrollésung U1: Kontrollésung [+ 65 ccm Aceton. 

Zur Untersuchung, ob eine kiirzere Aufbewahrung mit 
der zur Abbrechung der peptischen Spaltung verwendeten 
Menge Aceton einen Fehler bei der Titration wiirde ver- 
ursachen kénnen, wurden folgende Versuche vorgenommen: 

100 com Caseinlésung wurden mit 100 ccm Pepsinlisung 
gemischt und von der Mischung nach gutem Umschiitteln und 
kurzem Stehenlassen bei 30° 100 ccm in 200 ccm Aceton ab- 
pipettiert. Der so gewonnenen Mischung entnahm man nach 
Ablauf der unten angegebenen Zeiten 30 ccm zur Titrierung 
nach Linderstrem-Lang. Der Verbrauch von etwa n/10- 
alkoholischem Kaliumhydroxyd auf die Farben der Kontroll- 
lésungen I baw. Il war wie folgt: 


Zeit in Minuten... = 0,5 6 10 20 30 60 120 
Verbrauch KI. . . . 10,75 10,76 10,75 10,74 10,76 10,74 10,74 
n/10-KOH KII . . . 10,82 10,80 10,82 10,82 10,81 10,82 10,80 


Selbst nach 2stiindiger Aufbewahrung war also noch kein 
Unterschied bemerkbar. 

Bei den Gelatinelésungen wurde die peptische Spaltung 
mittels einer nach der anwesenden Salzsiure abgepaBten 
Menge — bezeichnet a ccm — von etwa n/10-alkoholischem 
Kaliumhydroxyd abgebrochen. Nach Zugabe von 10 ccm 
Aceton und 10 Tropfen Indicatorlésung (Naphthylrot) titrierte 
man mit etwa n/10-alkoholischer Salzsiiure auf die Farbe der 
Kontrollésung 1, worauf 90 com warmes Aceton in dickem 
Strahl und unter gutem Umschiitteln zugesetzt wurden und 
man moglichst schnell auf die Farbe der Kontrollésung I 
titrierte. 

Kontrollésung I (Gelatine): 10 com Wasser + a ccm 90°/,- 
igem Alkohol + 10 ccm Aceton + 0,5 ccm n/10-alkoholische 
Salzsaure. 

Kontrollésung II: Kontrollésung I + 90 ccm Aceton. 

Ebenso wie bei Willstatters Methode haben auch 
bei der Linderstrom-Langschen Niederschlagbildungen 


ae 


ae is 
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Schwierigkeiten verursacht, so daB es auch hier notwendig 
war, durch vorlaufige Versuchsreihen das fiir die Titrierung 
am besten geeignete Verfahren ausfindig zu machen. Im 
groBen und ganzen scheinen doch Anderungen des Verfahrens 
— wie etwa Anderungen in der zu verwendenden Aceton- 
menge oder des Zeitpunktes, wo sie zuzusetzen ist — hier 
weniger zu bedeuten als bei der Titration nach Willstitter, 
und mit einiger Ubung 14Bt sich die Linderstrom-Langsche 
Titration auferordentlich scharf ausfiihren, selbst wenn die 
Fliissigkeit sehr triibe ist. 

Zur Beleuchtung der Frage, eine wie groBe Uberein- 
stimmung man selbst bei bedeutenden Anderungen der Titra- 
tionsumstiinde erzielen kann, méchten wir einen unserer 
Kontrollversuche anfiihren: 

150 ccm Caseinlésung wurden mit 150 ccm Pepsinlésung 
zusammengemischt und nach '/,—7—30—60 Minuten Stehen- 
lassen der Mischung bei 30° wurden 50 ccm von dieser in 
100 ccm Aceton abpipettiert und die Probe gewogen. Von 
dieser letzteren Mischung entnahm man Proben von 80 ccm, 
die 10 ccm von der urspriinglichen Mischung entsprechen, 
worauf die Titrierung auf drei verschiedene Weisen ausgefiihrt 
wurde: 

Verfahren a): Wie oben beschrieben (S. 263). 


Tabelle 1. 


























Ze; Verbraucht eem n/10-KOH Minderverbrauch 
an fiir 10 g urspriingliche in cem n/10-KOH beim 
ns Mischung beim Verfahren Verfahren 
Minuten |——_— a er Te 
a b | ¢ a | b ¢ 
0 12,78 12,78 12,70 — — — 
(Extra- 
poliert) 
0,5 12,73 12,74 12,66 005 0,04 | 0,04 
7 12,56 12,58 12,48 0,22 0,20 0,22 
80 12,28 12,26 | 12,15 0,50 0,52 0,55 
60 12,07 12,11 11,98 0,71 | 0,67 0,72 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXIYV. 19 
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Verfahren b): Zu der vorliegenden Probe, welche 10 ccm 
der Caseinmischung + 20 ccm Aceton enthielt, wurden sogleich 
weiter 80 ccm Aceton gesetzt, worauf man die Titrierung bis 
zur Farbe der Kontrollésung II durchfiihrte. 

Verfahren c): Die Probe, enthaltend 10 ccm der Casein- 
mischung + 20ccm Aceton, wurde ohne weitere Zugabe von 
Aceton bis zu angehendem Farbenwechsel titriert, worauf man 
noch 80ccm warmes Aceton zusetzte und die Titrierung zur 
Farbe der Kontrollésung II durchfihrte. 

Die Resultate finden sich in Tab. I zusammengestellt, welche 
keiner niheren Erlaiuterung bedarf. 


e) Van Slykes Methode. 


Wie schon eingangs erwihnt, sind uns bei der Anwendung 
der van Slykeschen Methode zur Analyse reiner Aminosiuren 
keinerlei Schwierigkeiten begegnet, und ein Gleiches gilt von 
Analysen vollstandig oder beinahe vollstiindig abgebauter Pro- 
teinspaltungsprodukte. Anders verhilt es sich aber, wenn es 
sich um Analysen genuiner oder nur schwach abgebauter Pro- 
teinstoffe handelt. 

Wenn die Analyse von nicht voéllig abgebauten Stoffen in 
Frage kommt, so muB man wie bekannt, vorerst ein ganz be- 
stimmtes Verfahren festlegen, um bei Parallelanalysen iiberein- 
stimmende Resultate zu erhalten, da diese durch eine Ver- 
inderung der Anzahl der Schiittelungen pro Minute oder der 
Dauer des Schiittelns beeinfluBt werden. Die auch bei dieser 
Gelegenheit von uns ausgefiihrten Kontrollversuche bestitigen 
das hier Gesagte. Bei der Festsetzung eines solchen Verfahrens 
ist indessen zu beriicksichtigen, da8 viele Lésungen genuiner 
oder nur wenig abgebauter Proteinstoffe selbst bei Zugabe von 
Octylalkohol so stark schiumen, da8 ein intensives Schiitteln 
erschwert wird. Ebenfalls ist der Umstand in Betracht zu 
nehmen, daB bei der Vermengung mit Essigsiiure und Natrium- 
nitrit im van Slykes Apparat viele der betreffenden Stoffe 
sich ausscheiden, und ist es wohl héchstwahrscheinlich, dab 
hierdurch bei einigen Aminogruppen die Reaktion verhindert 
oder wenigstens verlangsamt wird. 
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Demzufolge ist es immerhin méglich, daB die Methode, 
welche bei der pepsingespaltenen Substanz die am _ besten 
iibereinstimmenden Resultate gibt, dagegen bei der Analyse 
der Substanz vor der Spaltung sich als weniger zweckdienlich 
erweisen wird. Jedenfalls hat sich bei unseren Kontrollversuchen 
herausgestellt, daf der nach van Slyke bestimmte Zuwachs 
des Aminostoffes bei der peptischen Spaltung in gewissem Mae 
von den EKinzelheiten der angewandten Methode abhingig ist, 
und hat sich kein Verfahren ermitteln lassen, das auf die 
Frage, welche gegenwirtige Abhandlung zum Gegenstande hat, 
eine nach unserem Ermessen ganz genaue Antwort geben 
kénnte. 

f) Hauptversuche. 


Versuch |. Pepsinspaltung von Casein (lange Ver- 
suchsdauer). 


200 ccm Caseinlésung wurden mit 200ccm Pepsinlésung 
gemischt und gleichzeitig 200 ccm Caseinlésung mit 200 ccm 
einer pepsinfreien n/3-Salzsiure gemischt. Die Mischung, 
Probenentnahme und Titration wurden auf die in den vorher- 
gehenden Abschnitten beschriebenen Weise ausgefiihrt. Die 
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Fig. 1. Pepsinverdauung von Casein (lange Versuchsdauer). 
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durch die Titrationen gefundenen Resultate sind in den Tab. 2, 
3 und 4 zusammengestellt. 

Zur Beleuchtung des gesamten Verfahrens haben wir in 
diesen drei Tabellen das vollstiindige Zahlenmaterial der ver- 
schiedenen Titrationen angefiihrt, wihrend wir bei den nach- 
folgenden Versuchen nur die auf n/10-Base umgerechneten 
und in bezug auf den Verbrauch an Kontrollésung korrigierten 
Werte angeben. 

Die in den Tab. 2, 3 und 4 verzeichneten Versuchsergeb- 
nisse sind auf der Fig. 1 graphisch wiedergegeben, wo die 
Versuchsdauer in Stunden als Abszisse, der Spaltungsumfang 
als Mehr- oder Minderverbrauch von n/10-Base bei den Ti- 
trationen als Ordinate benutzt ist. 


Versuch IJ. Pepsinspaltung von Casein (kurze Ver- 
suchsdauer). 


Der Versuch wurde ganz wie Versuch I ausgefiihrt, doch 
ohne einen Parallelversuch mit pepsinfreier Salzsiure. 

Die Versuchsergebnisse sind in Tab. 5 zusammengestellt 
und in Fig.2 graphisch wiedergegeben, wo die Versuchsdauer als 
Abszisse, der Spaltungsumfang wie oben als Ordinate benutzt ist. 
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Fig. 2. Pepsinverdauung von Casein (kurze Versuchsdauer). 


Versuch IJJ. Pepsinspaltung von Gliadin. 


150cem Gliadinlésung wurden mit 150 ccm Pepsinlésung 
(n/10-Salzsiure vgl. 8.256) gemischt und Proben auf die ge- 
wohnliche Weise entnommen. 
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Tabelle 2. 


Versuch I. 


Pepsinverdauung von Casein (lange Versuchsdauer). 
Formoltitration. 
Die Verdauung mit 10 cem n/5-NaOH = 20 cem n/10-NaOQH abgebrochen. 
Normalitit der Titrierungssalzsiure: 1,0400 n/10. 
‘i , Titrierungskalilauge: 1,1086 n/10. 
Kontrollésung: 0,20 x 1,1086 = 0,22 cem n/10-KOH. 
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Caseinlésung + pepsinhaltige Salzsiure. 

















0 Min. oe so ee | — f — | see 
extrapol. | | | 

1 Min. | 9,88 | 0,71 | 0,96 | — | — | 19,04 | 19,37] 0,05 
2/, 4 | 9,83 | 0,67 | 0,92 | — — | 19,08 19,41 | 0,09 
31/,Stdn. | 9,91 | — | — | 0,50 | 0,33 | 20,33 | 20,52 | 1,20 
oe ,. taetl — — | 1,38 | 1,25 | 21,25 21,27] 1,95 
48, «€©1 9.93] — | — | 1,62 | 1,58 | 21,58 | 21,73 | 2,41 
72 ~», | 993 | — | — | 1,95 | 1,94 | 21,94 22,09 | 2,75 
% , |998 | — | — /| 2,17 | 2,19 | 22,19 22,23 | 2,91 

Caseinlésung + pepsinfreie Salzsiure. 

1 Min. | 9,72 | 1,30 | 1,57) — 1s43 | 18,96 | — 
a, ,, | 9,73 | 1,23 | 150) — | — | 18,50 19,01 | 0,05 
3/, Stdn. | 9,73 | 1,27 | 1,54 | — | — | 18,46 | 18,97 | 0,01 
a 9,36 | 1,88 | 217 — | — | 17,83 | 19,05 | 0,09 
48, | 9,81 | 191 | 2,21 | — | — | 117,79 | 19,11] 0,15 
72, «| 9,16 | 211 | 241 | — | — | 17,59 | 19,20] 0,24 
9 912 | 217 | 248 | — | — | 17,52 | 19,21 | 0,25 
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Tabelie 3. 


Versuch 1. 
Pepsinspaltung von Casein (lange Versuchsdauer). 
Willstitter-Titrierung. 
Die niimlichen Titrierungsfliissigkeiten wie bei der [ormoltitration. 
Zur Abbrechung der Spaltung wurden verwendet: 
18 cem etwa n/10 = 18 X 1,1086 = 19,95 cem n/10-KOH. 
Kontrollésung: 0,40 cem X 1,1086 = 0,44 cem n/10-KOH. 
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entnahme 4 a ” = 4 . ~ of S & = ag eo 
2 | RIE | Pzlae lal” 
O = a | > B po 
g ecm ecm ecm cem eem ecem eem 
Caseinlésung + pepsinhaltige Salzsdure. 
0 Min. ~- - | oe ee — | 19,11 — 
extrapol. | | 
11/, Min. | 9,84 | 0,62 | 1,08 — ~ 18,87 19,18 | 0,07 
cE us 9,82 | 0,58 | 1,04 | — — 18,91 | 19,26 0,15 
31/, Std. | 9,93} — 0,61 0,24 | 20,19 | 20,88 | 1,22 
24 993] — — | 1,28 | 0,92 | 20,87 | 21,02 1,91 
48 9,92 . | 1,63 1,37 | 21,32 | 21,50 | 2,39 
72 993] — | — | 1,91 | 1,68 | 21,63 | 21,78 | 2,67 
9% 9,94 - | — | 2138 1,92 | 21,87 | 22,00 | 2,89 
Caseinlésung + pepsinfreie Salzsiiure. 
11), Min. | 9,70 | 1,30 1,79 _ - 18,16 18,72 | — 
_ 9,69 | 1,30 | 1,79 zs _ 18,16 | 18,74 0,02 
g1/, Std. | 9,73 | 1,27) 1,76 | — 18,19 | 18,69 | +0,03 
24 9,39 | 1,87 | 2,38 me 17,57 18,71 | +0,01 
48 9,25 | 2,00 | 2952 | -—- — 17,48 | 18,84 | +0,12 
72 914] 222) 995 | — | — | 17,20 | 18,82 | +0,10 
96, | 91L | 2,22) og, | —  — | 17,20) 18,88 | +0,16 
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Tabelle 4. 


Versuch I. 
Pepsinspaltung von Casein (lange Versuchsdauer). 
Titrierung nach Linderstrem-Lang. 

Zur Abbrechung der Spaltung wurden 20 ecm Aceton verwendet. 
Dieselben Titrierungsfliissigkeiten wie bei der Formoltitration. 
Kontrollésung I (35 eem Aceton) und II (100 cem Aceton): 
0,48 eem x 1,0400 = 0,50 cem n/10-HCl). 





FI Bei der Titration 
I wurden Verbrauchte n/10-KOH | = 
a verbraucht a 
3 | ~- oe 
oa mee ee en ” co Bei Titration | 2 
der & 25 20 fot auf Kontrolle II . = 
—— ss” I yn eo ie + q X 1,1086 +- 0,50 3 : 
entnahme a g ps ms E — Pi E S a so 3 ey a 5 
és N No eg cat SEs 
g cem cem ecm ecm em eem 
Caseinlésung + pepsinhaltige Salzsiiure. 
ia oe a 
'/, Min. | 9,80 | 10,68 10,70 | 12,34 12,36 | 12,61 | 0,04 
ei. 9,83 | 10,65 | 10,65 | 12,81 12,31 | 12,52 | 0,18 
31/,Stdn. | 9,82 952 9,69 | 11,05 11,24 11,45 | 1,20 
ae rs 9,89 8,90 9,08 | 10,37 10,57 | 10,69 | 1,96 
a ~ 9,85 8,52 | 8,62 | 9,95 10,06 | 10,21 | 2,44 
72 9,98 830 842 | 9,70 9,88 | 9,90 | 2,75 
6 9,93 822 825 | 961 9,65 | 9,72 | 2,93 
Caseinlésung + pepsinfreie Salzsiure. 
1/,Min. | 9,69 | 11,00 | 11,00 | 12,69 | 12,69 | 13,10 | - 
i =e 9,73 | 11,07 | 11,07 | 12,77 | 12,77 | 13,12 |+0,02 
31/,Stdn. | 9,73 | 11,02 | 11,02 | 12,72 | 12,72 | 13,07 | 0,03 
4, 9,37 | 10,51 | 10,58 | 12,15 | 12,28 | 18,05 | 0,05 
48. 9,28 | 10,35 10,38 | 11,97 12,01 | 12,94 | 0,16 
yl 9,14 | 10,21 | 10,22 | 11,82 | 11,83 | 12,94 | 0,16 
ae 9,12 | 10,20 | 10,20 | 11,80 | 11,80 | 12,93 | 0,17 
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Tabelle 3. 


Versuch 1, 
Pepsinspaltung von Casein (lange Versuchsdauer). 
Willstitter- Titrierung. 
Die niimlichen Titrierungsfliissigkeiten wie bei der [ormoltitration. 
Zur Abbrechung der Spaltung wurden verwendet: 
18 cem etwa n/10 = 18 X 1,1086 = 19,95 eem n/10-KOH. 
Kontrollésung: 0,40 cem X 1,1086 = 0,44 cem n/10-KOH. 















































e Bei der Titrierung wurden Gesamt- 
S aiid verbrauch von}; & 
2 iii anaes n/10-Base ss 
_ gia ® 
Zeitpunkt} & . |— —____ = scale =. Q 2 
. pesto S15 21, 2 ime BT Oe 
der oa en] -_ 3 Al br o 2." aa a) = 
SAIS O+/3 O+r{/ ac 2a 1] 35 
Probe- | 3 = Holic weet @ es) > A 
= = See See ied 2 oe oe ee 
entnahme | © ” eSex|a 6c] 50 Lait 
i. ra me 3 a em TS OD mn — 
Ee ie | Sie (Mele aoe 
5 |2 | a eS | ee 
g ecm ecm ecm eem ecm cem ecm 
Caseinlésung + pepsinhaltige Salzsiure. 
0Min. | — | — | - — — (eae 
extrapol. | | 
11/, Min. | 9,84 | 0,62 | 1,08 - 18,87 | 19,18 0,07 
: 9,82 | 0,58 | 1,04 | — -—- 18,91 | 19,26 0,15 
31/, Std. | 9,93] — | 0,61 0,24 | 20,19 | 20,83 | 1,22 
o4 9,93 | — — | 1,28 | 0,92 | 20,87 | 21,02 1,91 
48 ., | 9,92 — |1,68 | 1,87 |] 21,32 | 21,50 | 2,39 
72 993] — - | 1,91 | 1,68 | 21,63 | 21,78 2,67 
96 ; 9,94] — 7 2,13 | 1,92 | 21,87 | 22,00 2,89 
Caseinlésung + pepsinfreie Salzsiiure. 
1/, Min. | 9,70] 1,80) 1,79 | — | — | 18,16 | 18,72 | — 
8 e 9,69 ; 1,30 1,79 — — 18,16 18,74 0,02 
g1/, Std. | 9,73 | 1,27 | 1,76 | — 18,19 | 18,69 | +0,03 
24 9,39 | 1,87 | 2,38 — 17,57 | 18,71 | +0,01 
48 9,25 | 2,00 252 | -- — | 17,43 | 18,84 | +0,12 
72 9,14 | 2,22 | 2.15 ‘ co 17,20 | 18,82 | +0,10 
96 ' 9,11 | 2,22 | 975 | — ~~ 17,20 | 18,88 | +0,16 














Pepsinspaltung von Casein (lange Versuchsdauer). 


Uber die Pepsinspaltung. 


Tabelle 4. 


Versuch I. 


Titrierung nach Linderstrem-Lang. 
Zur Abbrechung der Spaltung wurden 20 cem Aceton verwendet. 
Dieselben Titrierungsfliissigkeiten wie bei der Formoltitration. 


Kontrollésung I (35 cem Aceton) und II (100 eem Aceton): 
0,48 cem X 1,0400 = 0,50 eem n/10-HC)), 





Zeitpunkt 
der 
Probe: 


entnahme 





Gewicht der entnommenen 
Probe 





0 Min. 
extrapol. 


1/, Min. 
2 yy 
3'/, Stdn. 
ae 


48 


96 " 


- y) 
31/. Stdn 
24 ) 
48 
12 
96 ; 








9,80 
9,83 
9,82 
9,89 
9,85 
9,93 
9,93 


9,69 
9,73 
9,73 
9,37 
9,28 
9,14 
9,12 








Bei der Titration 























wurden Verbrauchte n/10-KOH | = 
verbraucht aa i 
_— — ia Bei Titration * : 
25 ZO Eo aufKontrollell}] > = 
“ote “a td ESL gX1,1086+0,50} # &F 
s2./#2.s| £28 3 &§ 
ea 85°1288 a) me| £ F 
<-ie M4 © ~ "| Soe| 2S’a) = 
~. @ “% 3 om ome z= 2. ~ | 
oes 25 ms x of | 25> 
w Ass 
cem ccm cem ecm cm cem 
Caseinlésung + pepsinhaltige Salzsiiure. 
— - ie _ 12,65 
10,68 | 10,70 | 12,34 1236 | 12,61 | 0,04 
10,65 | 10,65 | 12,31 12,81 | 12,52 | 0,13 
9,52 9,69 | 11,05 11,24 11,45 | 1,20 
8,90 9,08 | 10,37 10,57 10,69 | 1,96 
8,52 862 | 9,95 10,06 | 10,21 | 2,44 
8,30 842 | 9,70 9,83 | 990 | 2,75 
8,22 825 | 9,61 9,65 | 9,72 | 2,93 
Cascinlésung + pepsinfreie Salzsiure. 
11,00 11,00 12,69 12,69 13,10 _ 
11,07 | 11,07 | 12,77 | 12,77 | 13,12 |+0,02 
11,02 | 11,02 | 12,72 | 12,72 | 13,07 | 0,03 
10,51 | 10,58 | 12,15 | 12,23 | 13,05 ] 0,05 
10,35 | 10,88 | 11,97 | 12,01 | 12,94 | 0,16 
10,21 | 10,22 | 11,82 | 11,83 | 12,94 | 0,16 
10,20 | 10,20 | 11,80 11,80 | 12,93 | 0,17 

















Tabelle 5. 
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4 Versuch II. 

z Pepsinspaltung von Casein (kurze Versuchsdauer). 

© Die Abbrechung der Spaltung und die Titration der Proben wurden auf ganz die gleiche Weise wie bei Versuch I ausgefiihrt, 

B Formoltitration W ilstitter- Titration Linderstrem-Lang- Titration 

= —— - | ss cs centile ninamiiaintt . . ee _ 

a | | Gesamtver- | ” | Gesamtver- | .. | Gesamtver- | _ 

oO _ $ | brauch von | ai | 2] brauch von | = -2 | brauch yon | “9 

: lw 2 n/10-B 23 'u el n/10-Base | 5 @ = | n/10-Bé 2 

“a? i ea | n/l0-Base | 8 3] | BA | n/l0-Base | 5 2 . a, | n/10-Base | @ 2 

rH Zeitpunkt | 3 | : —| £ | Zeitpunkt|) > g | | = (| Zeitpunkt} ST - | “| 5 FO 

© ee see 2a Slee | #2 @ Bie Ziad 2 @O| , Sie Bixs 

oe der i'Sai8e!ligage|ss der l\'35|2¢] a'e| #S der = 8i'26| ae]? = 

c eel acl\ea\ia lealeal| ee) ea] . oa| 2G) Selb a 

ha Probe- = eba8k ak Probe- | 2 & eo. 37) & |] Probe Fel|'s ~a|Be/2&8 
| | ee itas | Soin £2) 2 Z| a 6 oj} ty o|c 9° 

ai entnahme | © 8 = | Ls o £ | entnahme | od Biga cgi © >] entnahme o gis Yi aol] a> 

oes oer} ch) + a: | | je) Be = = Y ne) — 

= a = a | a © | fa ay a On| ® = tol g Wi eg 

° me Slo | m OC}| Mo] mol Mo 

=  * Ss ei Bl A he 

= | 8 cem | cem | cem = | cem | eem | ecm g ecm , cem | cem 

3 | | . ; | | | | 

be 0 Min. oe ee ML 0 Min. e — | 19,05] — | 0 Min. ae — 119,50; — 

> _ extrapol. | extrapol. | | extrapol. 

© 1 Min. | 9,93 | 18,70 | 18,88 | 0,07 | 1,5 Min.| 9,82 | 18,79 | 19,18 0,08 | 0,5 Min.| 9,85 | 12,27] 12,46 | 0,04 

a 385 ,, 9,90 | 18,86 | 19,05 | 029 | 4 , | 9,838 18,94 19,27; 022] 3  ,, | 9,79 | 11,98] 12,24!) 0,26 

— :* oe 9,85 | 18,86 | 19,15 | 0,39 8 » | 9,87 19,14 19,39 0,34 7 ¥ 9,82 | 11,90 | 12,12 , 0,38 

wn So 9,68 | 18,60 | 19,21 | 0,45 | 16 ,, | 9,68 | 19,05 | 19,68 | 0,63 | 15 + 9,63 | 11,52 | 11,96 | 0,54 

ao we « 9,64 | 18,82 | 19,52 | 0,76 | 31 ,, | 9,68 | 19,20) 19,94) 0,89 | 30 ~—,.._:'|-:9,67 | 11,35 | 11,74 | 0,76 

a 60,5 ,, 9,79 | 19,14 | 19,55 | 0,79 | 61 » | 9,76 | 19,45 19,93. 0,88 | 60 = 9,70 | 11,26 | 11,61 | 0,89 


















Uber die Pepsinspaltung. 273 


Die Abbrechung der Enzymwirkung wurde in fiir Formol- 
titration bestimmten Proben mittels 2,5ccm n/5- Natriumhydr- 
oxyd + 10 ccm neutralisierter Formollésung ausgefihrt, in den 
fir Willstatter-Titration bestimmten Proben mittels 5ccm 
1 /10-alkoholischen Kaliumhydroxyds +40 ccm 96°/ igen Alkohol, 
und in den fiir Linderstrem-Lang-Titration bestimmten in 
gewohnter Weise mittels 20ccm Aceton ausgefiihrt. 


ee gn 











StUNCeEN >» 


Fig.3. Pepsinverdauung von Gliadin. 


Die Versuchsergebnisse sind in Tab. 6 zusammengestellt 
und in Fig. 3 graphisch wiedergeben, wo die Versuchsdauer in 
Stunden als Abszisse, der Spaltungsumfang wie oben als Ordi- 
nate ‘benutzt ist. 


Versuch IV. Pepsinspaltung von Gelatine. 

200 ccm Gelatinelésung wurden mit 200 ccm Pepsinlésung 
gemischt und gleichzeitig 200 ccm Gelatinelésung mit 200 ccm 
einer pepsinfreien n/3-Salzsiure gemischt. Die Abbrechung 
der Enzymwirkung und die Titrationen wurden in den fir 
Formoltitration bzw. fiir Willstatter-Titration bestimmten 
Proben wie bei der Caseinspaltung ausgefiihrt; vgl. doch 8. 262. 
Bei den fiir Linderstroam-Lang-Titration bestimmten Proben 
befolgten wir das oben (S.264) beschriebene Verfahren. 





Tabelle 6. 
Versuch III. 
Pepsinspaltung von Gliadin. 
Uber die Abbrechung der Spaltung vgl. S. 273; die Titrationen wurden auf ganz die gleiche Weise wie bei Versnch I 








lerstrem-Lang 









































ausgefiihrt. 
. Formoltitration Willstatter-Titration Linderstrem-Lang-Titration 
= ——— ee ee vi Si wet nis l 
: o | Gesamtver- | | ~ | Gesamtver- — | | Gecamtver- | = 
3 = | brauch von = 4 | S | brauch von ae | z= brauch von | S 
s BAY n/10-Base : % | & oo | n/10-Base | 3 2 | & st | n/10-Base | = 2 
= Zeitpunkt = F : = 5 oo | Zeitpunkt | > F - > = 4 | Zeitpunkt 3 a arse 
G Probe- 2S a 7” Se Probe- niche 354 - Probe- 2 ak jek eae 
=  entnahme| © 8 S23) a5 2 = | entnahme Os 3 2) 85  £ | entnahme os (S82) Bs - > 
- = _ |e w| = | Sia & 5 w0|S en ee 
= on a. ton ioe es hak Sak 2 
ce | g eem | ecem | ecm | og | eem | ecm | ecm g  ¢em | eem - ecem 
3 | | 
~< 1 Min. 9,69 | 7,10 | 7,33 ; — 1,5 Min. | 9,86 | 7,30 | 7,40 | — 0,5 Min. | 9,76 5,65 | 5,79 —— 
Gs 15,5 ,, | 9,84 | 7,50 | 7,62 | 029 | 16 ,, | 9,74] 7,49 | 7,69/0,29 | 15 4, | 9,73 | 5,80 | 5,45 | 0,84 
= £65 9,85 | 7,68 | 7,80 | 047 | 31 ,, | 9,83 | 7,70 | 7,88 | 0,43 | 30 , | 9,79 | 5,10 | 5,21 | 0,58 
2 60,5 , | 9,81 | 7,72 | 7,87 | 054 | 61 ,, | 9,79] 7,77 | 7,94] 0,54 | 60 ,, | 9,81 | 5,02 | 5,10 | 0,69 
2 6,5 Std. | 9,83 | 8,10 | 8,23 | 0,90 | 6,5 Std. | 9,79 | 8,11 | 8,28 | 0,88 | 6,5 Std. | 9,81 | 4,81 | 4,90 | 0,89 
20,5 , | 9,92 | 8,74 | 881 | 1,48 | 20,5 ,, | 9,88 | 8,74 | 8,85] 1,45 | 20,5 ,, | 9,86 | 4,24 | 4,28 | 1,51 
25,5 9,92 | 8,84 | 8,91 | 1,58 1 25,5 ., 9,92 8,91 | 8,98 | 1,58 | 25,5, | 9,84 | 4,09 | 4,16 | 1,63 
au 50 4 9,87 | 8,98 | 910 | 1,77 [50 ., 9,88 9,21 | 9,32) 1,92 150 , | 9,85 | 3,80 | 3,86 | 1,93 
12,5 ,, 9,92 | 9,38 | 9,46 | 2,13 | 72,5 ,, , 9,92 | 9,52 | 9,60 | 2,20 | 72,5 , | 10,03 | 3,61 | 3,60 | 2,19 
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Uber die Pepsinspaltung. 275 


Die Versuchsergebnisse sindin Tab. 7 zusammengestellt und in 
Fig. 4 graphisch wiedergegeben, wo die V ersuchsdauer in Stundenals 
Abszisse, der Spaltungsumfang wie friiher als Ordinate benutzt ist. 




















eae ee Ew ' pa ij Saas Tic aa aa OY ee 
| ! | 
| LGelatine+HCl+ Pepsin. j 
| of ”  +HC1 | | 
| | | | 
| i 
| - 4 | | 
| +F | | | 
} | i 
ram) Ww. | | j } 
{ 1 
a) 
} eee eee mewn: SS t es a ee ees es 
. | { - nn & | 
| { = ee | | 
yy —_! 
5 i ae 2 i | | 
a j { / { 
2 ‘ - } } } j | 
, | | 
| 
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a} 20 “0 Go Go 700 720 1%0 160 
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Fig.4. Pepsinverdauung von Gelatine. 
5 


Aus den Tabellen und besonders iibersichtlich aus den 
sraphischen Wiedergaben der Versuchsresultate erhellt — wie 
schon in der Hinleitung erwihnt —, daf der Zuwachs an 
sauren und der an basischen Gruppen sehr genau zusammen- 
gehen, indem die dann und wann auftretenden Abweichungen, 
welche bald nach der einen und bald nach der andern Seite 
gehen, ganz und gar als Versuchsfehler zu betrachten sind. 
Unsere Resultate sprechen sonach fiir die Ansicht, daB die 
peptische Spaltung in einer AufschlieBung von Peptidbindungen 
besteht. Weiter deuten die wenigen Versuche, welche wir mit 
Kinwirkung von pepsinfreier Salzsiure auf Casein und auf 
Gelatine bei 30° gemacht haben, darauf hin, da8 auch bei der 
in dieser Weise hervorgebrachten geringen Spaltung gleich viele 
saure und basische Gruppen gebildet werden. 


Bemerkung tber die Indicatorfrage. 
Von K. Linderstrem-Lang. 
Nach dem Erscheinen der diinischen Ausgabe meiner 
Arbeit iiber Titrimetrische Bestimmung von Aminostickstoff }) 


) C. R. du Laboratoire Carlsberg Bd. 17, Nr. 4 (1927); vgl. auch 
Diese Zs. Bd. 178, S. 32 (1927). 








ees. + See. FS 
Pepsinspaltung von Gelatine. 


Uber die Sistierung der Spaltung und die Ausfiihrung der Titration wird im Text (S. 273) hingewiesen. 






























































. —— — 
oon Formoltitration Willstitter-Titration Linderstrem-Lang-Titration 
| Fea ae thd SE. a bi eee ee ee ae ee 
s Gesamtver- | | | Gesamtver- | > | Gesamtver- | 
re 2 | brauech ven | brauch von | ‘2 | brauch von | 4 
° © | ct © 2 ‘ ia © = 1" © 
ro Sa n/10-Base § ‘gy & | Sa | n/10-Base |'9 3 wa, | n/!0-Base | 3 9 
a Zeitpunkt| > _ — ST >) OE S| Zeitpunkt; ST So | Zeitpunkt} 3 g | > ——| 5 & 
+2 45 W Ww , | ¢ : | } : 
_ dr |2F asi Bs BS] ar Se os BESS] dr |'FF' as Esse 
3 Belem | ad! bs Beli am|eal|e a (SS en| sale a 
= Probe- | 5 g | 3 = BD « Probe- | o gj @ | O71 6 4 Probee | F g |e" | o™|8 
? oe/ sei 8h gs 68/418) 28/3 § '6Sin 8 28/86 
H entnahme #)/38/) acs | & > | entnahme £/ 2 =| &sc 2 > | entnahme £\8a/| ec ge 
é S| a | = & 5) 2 PSY Sioa &) S| 
5 me |ao wh kod | ed eee 
> g eem | cem | cem g | eem | cem = eem g | cem | cem | cem 
os Gelatinelisung + pepsinhaltige Salzsiure. 
~ 2,5 Min. | 9,94 | 18,23 | 18,34] — 2Min. | 9,89| 18,46| 18,67) — 1Min. | 9,86 | 18,28 | 13,47 | — 
m 15,5 ,, | 9,95 | 18,31 18,40! 0,06 | 16_,, 9,93 | 18.56/ 18,69/ 0,02 | 15 ,, | 9,94 | 13,26 13,34 | 0,18 
= #805 . 9,96 | 18,32 | 18,40 / 0,06 | 31 ,, 9,95, 18,62 18,71, 0,04 | 30 ,, | 9,95 | 13,22 18,29 | 0,18 
bd 60,5 4, 9,96 | 18,40 18,47) 0,13 | 61. ,, 9,96 | 18,67 18,74/ 0,07 | 60 ,, | 9,96 | 18,23 | 13,29 | 0,18 
_ 8,5Stdn., 9,99 | 18,48 18,50 | 0,16 8,5 Std./ 9.98 18,89} 18,93 0,26 8,5Stdn.) 9,98 | 13,20 12,23 | 0,24 
S 24 ., | 999 | 18,78 18,75 | 041 | 24 ,, 9.“8| 19,12) 19,16) 0,49 | 24 ,, | 9,98 | 18,02 18,05 | 0,42 
2 48 ,, | 10,085) 19,07 19,00] 0,66 | 48 ,, | 10,04) 19,40] 19,32) 0,65 | 48  ,, | 10,04 12,90 12,84 | 0,68 
© 72 ,, | 10,03 | 19,18 | 19,12 | 0,78 72 ,, | 10,03; 19,43] 19,37] 0,70 | 72 ,, | 10,02 | 12,78 | 12,75 | 0,72 
> 96  ,, | 10,03 | 19,84 | 19,28 | 0,94 | 96, | 10,02/ 19,63/ 19.59 0,92 | 96 ,, | 10,02 | 12,65 12,62 | 0,85 
2 120 ,, |10,06 | 19,47 19,85 | 1,01 | 120 ,, | 10,06! 19,79/ 19,66/ 0,99 1120 ,, | 10,07 | 12,62 | 12,53 | 0,94 
| | 
> Gelatinelésung + pepsinfreie Salzsiure. 
gleich (1004 | 18,01 | 17,94 | — — — — | — — ‘gleich | 10,02 | 13,50 | 13,47 -- 
70 Stdn. | 10,04 18,15 | 18,08 | 0,14 — — —_—_ | — — 68 Stdn. | 10,04 | 13,36 | 13,31 | 0,16 
130. ,, 10,08 18,33 | 1818 | 0,24 | 130 = ,, | 10,07 | 13,87 | 13,28 | 0,19 
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hat Herr Dr. phil. Hakon Lund giitigst meine Aufmerksam- 
keit auf die von ihm’) dargestellten Triphenylmethanfarbstoffe 
und auf die Méglichkeit, sich derselben als Indicatoren bei 
der Aceton—Salzsiuretitration bedienen zu kénnen gelenkt. Die 
schénen Farbstoffe, welche den von Vielen sehr geschatzten Vor- 
teil gewihren, daB sie von farblos (basischer Seite) zu rot-violett 
(saurer Seite) umschlagen, sind schwache, in Aceton leicht 
lésliche Basen, und eine Auspriifung mit Praparaten, die von 
Dr. Lund mir zur Verfiigung gestellt wurden, ergab das 
Resultat, daB die Verbindung 2, 4, 2’, 4’, 2” = Pentamethoxy- 
Triphenylcarbinol —, welche die Basehydrolysekonstante 0,03 
und eine Intensit’ét von der nimlichen GréBenordnung wie 
Phenolphthalein hat —, verwendet in einer Konzentration von 
2ccm 0,5 °/,ige Acetonlésung pro 110 ccm Versuchsfliissigkeit 
10 com waBrige Lésung + 100 ccm Aceton), bei Titration von 
Glykokoll und peptischen Hydrolysaten von Casein Werte gab, 
welche mit den bei Anwendung von Naphthylrot gefundenen 
iibereinstimmten. Es wurde zu schwach blau-roter Farbe 
titriert, und die Genauigkeit wurde durch Anwendung einer 
Kontrolle (10 com Wasser + 100 ccm Aceton + 0,2 ccm n/10- 
HCl + 2 ccm 0,5°/,ige Indicatorlésune) erhdht.?) 

Indem ich Herrn Dr. Lund fiir di. mir erwiesene Liebens- 
wirdigkeit meinen besten Dank sage, tude ich mich veranlaBbt, 
auf die Anwendbarkeit des von ihm hergestellten Indicators 
aufmerksam zu machen. Die Darstellungsweise desselben ist 
aus den zitierten Arbeiten ersichtlich. Der Umschlag ist nicht 
so scharf als der des Phenolphthaleins, was aber nicht auf 
den Indicator selbst, sondern auf die Lage des Titrations- 
gebietes zuriickzufiihren ist. In Vergleich mit Naphthylrot ist 
der Lundsche Indicator durchaus vorzuziehen, sofern keine 
Kontrolle zur Anwendung kommt: beim Gebrauch einer Kon- 
trolle dagegen gibt meinem persénlichem Ermessen nach das 
Naphthylrot den schirfsten Umschlag. 

1) Studier i Triphenylmethangruppen. Dissertation fiir den Doktor- 
grad, Arnold Buseck, Kopenhagen 1927; Jl. Amer. Chem, Soe. Bd. 49, 
S. 1346 (1927); vgl. auch J. M. Kolthoff, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 49, 


S. 1218 (1927). 
*) Vgl. FuBnote 1, S. 275. 








Nitratassimilation bei Schimmelpilzen. 
Von 


G. Klein. 


(Aus dem Pflanzenphysiolog. Institut der Universitat Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Januar 19238.) 


Vor einiger Zeit*) hat Kostytschew unsere Arbeit?) iiber 
die Zwischenstufen bei der Nitratassimilation der Schimmel- 
pilze kritisiert. Kostytschew ist ungehalten, daB wir seine 
ersten Untersuchungen®*) wiederholten und iiberpriiften. Die 
Wiederholung der Versuche anderer Autoren galt bisher im 
Interesse gesicherter Ergebnisse fiir sehr fruchtbringend. Sie 
rechtfertigt uns bei einer so prinzipiellen Frage, selbst wenn 
keine ungeklirten Probleme in Kostytschews Arbeit wiiren, 
von selbst. 

Da wir auf die angekiindigte, den Stickstoffwechsel der 
Pilze betreffende Arbeit Kostytschews bis heute vergeblich 
warteten, sehe ich mich gendtigt, mit Ubergehung der persén- 
lich eingestellten, unsachlichen Angriffe Kostytschews, vor- 
liufig die bisherigen Ergebnisse klarzustellen. 

Vor allem mu betont werden, daB unsere prinzipiellen 
EKinwinde, ebenso wie die Kritik an den experimentellen Daten 
Kostytschews voll aufrecht stehen. Auf erstere ist Kostyt- 
schew iiberhaupt nicht eingegangen, die kritisierten, vor- 
handenen und nicht vorhandenen Werte in den Tabellen sind 
nicht klarer geworden. 

Wenn uns Kostytschew in den Werten bei verschie- 
denen Pilzarten, und in ganz verschiedenen 'l'abellen, die 


1) S. Kostytschew, Diese Zs. Bd. 166, 8. 135 (1927). 

*) G. Klein, A. Eigner u. H. Miller, Diese Zs. Bd. 159, 8S. 201 
(1926). 

*) S. Kostytschew u. E. Tswetkowa, Diese Zs. Bd. 111, 8. 171 
(1920). 
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nicht vergleichbar sind, Diskrepanzen von 600°/, vorrechnet, 
so verweise ich auf seine Diskrepanzen, die in Tab. 3, Ver- 
such 82, 33 und 34, 38 usw. bei einem und demselben 
Versuch, dessen Werte man (auch nach dem Autor) vergleichen 
muB, auf 1500°/, ansteigen. In diesen Versuchen findet man 
bei Vergleich der sehr liickenhaften Zahlen iiberhaupt keine 
Logik und GesetzmaBigkeit. Da wir die physiologische 
Leistung von Organismen auch in Parallelkulturen innerhalb 
sewisser Grenzen nicht beherrschen, wei8 jeder Physiologe 
(vgl. unsere Arbeit S. 231); deshalb kann es sich nur um die 
GroéBenordnung und die Logik der Werte handeln. 
Kostytschew hat bei Hungern von Pilzdecken auf Nitrat 
Nitrit gefunden, wir in der gewohnlichen Nihrlésung nie. Die 
Frage ist durch das Finden oder Nichtfinden von Nitrit allein 
natiirlich noch nicht geklirt. Wir konnten bei richtiger 
physiologischer Fragestellung in Kostytschews Nihrlésung 
NO, nur in minimalen Mengen, wohl aber in alkalischer Kultur, 
wenn auch immer noch in relativ geringer Ausbeute greifen, 
da aber regelmiBig und eindeutig. Hingegen besagen Kostyt- 
schews Befunde aus mehreren Griinden nichts. Kostytschew 
bringt nur einleitend Versuche iiber Reduktion von Nitrat zu 
Nitrit, wobei er die NO,-Mengen nur mit einem (+) charakterisiert. 
Auf diese Befunde baut er die ganze Arbeit, da er daraufhin 
Nitrit als gegebene erste Stufe annimmt und alle weiteren 
Versuche nur mit Nitritlésung von vornherein ansetzt. Wir 
kénnen fiir die gefundenen, angeblich groBen Nitritmengen 
(K. kiindigt noch gréBere an) die methodischen Fehler aufdecken 
Auch wir erhalten erhebliche NO,-Mengen, wenn wir Pilz- 
kulturen ,.1—3 Wochen“ in gasgeheizten Thermostaten stehen 
lassen, da sich bei der nicht vollstindigen Gasverbrennung 
immer betrichtliche Mengen Nitrit ansammeln, die sich auch. 
in den Nahrlésungen anreichern. Grof8e und oft ganz enorme 
Mengen NO, erhalten wir in jeder durch denitrifizierende 
Bakterien verunreinigten Kultur. Gerade diese Bakterien sind 
in jedem Laboratorium vorhanden und infizieren sehr hiufig. 
Wir muB8ten bei unseren fortlaufenden Nitratkulturen schnell 
auf diese Fehlerquelle stoBen, Kostytschew bei seinen Nitrit- 
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lésungen nicht. Wir bezeichnen daher direkt (8. 205) eine 
gréBere NO,-Ansammlung (ab 10~° n-HNO,) als Indicator aui 
eine Infektion. Wir haben daher jede Kultur durch Uber- 
impfung auf diese Infektion gepriift und alle infizierten Kulturen 
ausgeschieden. 

Dieses lehrreiche Beispiel soll nur zeigen, da8 man im 
intermediiren Stoffwechsel oft mehr Augenmerk auf die Fehler- 
quellen als auf die Menge der erhaltenen Produkte legen muf, 
Ebenso besagen die zwei anaeroben Versuche Kostytschews 
nichts. Denn daB in Wasserstoffatmosphire bei Gegenwart 
von Eisen ein Teil des Nitrats zu Nitrit rein anorganisch 
reduziert werden kann, ist nach allen dariiber erschienenen 
Arbeiten jedem kritisch Denkenden klar. 

Wir haben nur mit kurzdauernden Versuchen gearbeitet. 
Nach Kostytschew selbst beginnen zuckerfreie Kulturen schon 
nach drei Tagen zu desaminieren. Daher kann man die Kette 
der Zwischenprodukte ohne Fehlerquellen nur innerhalb dieser 
Zeit suchen und ist auch Nitrit, wenn es gefunden wird, nur 
wiihrend dieser Zeit als aus der Reduktionskette stammend zu 
bezeichnen. Sein Auftreten nach 6—20 Tagen besagt also 
iiber seine Genese nichts mehr. In neuerlich (genau unter 
Kostytschews Bedingungen) angestellten Serienversuchen von 
je 30 Kulturen haben wir bei Ausschaltung der Absorption 
von Nitrit aus den Verbrennungsgasen und aller mit denitri- 
fizierenden Bakterien infizierten Kulturen (die alle méglichen 
Mengen von NO, gaben) in der Zeit von 4—18 Tagen in keiner 
einzigen reinen Kultur greifbare Mengen von Nitrit gefunden! 
Die Angaben Kostytschews beruhen also wohl auf technischen 
Fehlern. 

Der von Kostytschew angenommene Fehler, da8 wir in 
unseren kurzdauernden Versuchen das ,allgemein bekannte 
Glykogenvorkommen* nicht gekannt hitten, trifft nicht zu. 
Es ist zwar anscheinend nicht allgemein bekannt, aber man 
kann sich jederzeit davon iiberzeugen, daB junge, kriftig 
wachsende Kulturen nie Glykogen fiihren. Unsere normalen 
Zuckerkulturen waren nie alter als 2—6 Tage, enthielten kein 
Glykogen, die zuckerhungernden natiirlich erst recht nicht. 
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DaB aber eventuell vorhandenes Glykogen in unseren kurz- 
dauernden Versuchen nicht stért, haben wir schon in der 
ersten Arbeit erwahnt') und nun nochmals eingehend iiber- 
prift. LaBt man namlich angewachsene Kulturen nach dem 
Auswaschen, statt sie auf die Versuchslésung zu setzen, auf 
Wasser 1—3 Tage, bis sie zu desaminieren beginnen, so miissen 
alle Kohlehydratreserven verbraucht sein. Sollte also bei 
Kohlehydratgegenwart Nitrit nicht greifbar sein (es handelt 
sich ja nur um die technische Erfassung; denn wenn Nitrit 
als Zwischenprodukt postuliert wird, muB es auch im normalen 
Stoffwechsel, also bei Kohlehydratgegenwart, vorhanden, wenn 
auch nicht greifbar sein), so miBte es nach dieser Hunger- 
periode nach Kostytschew greifbar werden. 

Ks waren aber alle Versuche (sowohl die gleich auf die 
Versuchslésungen tibertragenen, wie die 1—3 Tage auf Wasser, 
also bei Kohlehydrathunger gezogenen) gleich negativ in bezug 
auf Nitrit. Wenn der Pilz ,nach drei Tagen“ sein EiweiB zu 
veratmen beginnt, also alle Kohlehydratreserven (natiirlich 
auch das eventuell gespeichert gewesene Glykogen) auf- 
gebraucht hat, kann er hinterher nicht normale energetische 
Leistungen wie die im Assimilationsvorgang eingeschaltete 
Nitratreduktion zeigen! Der besprochene Einwand fallt also 
zuriick, ebenso das merkwiirdige MiBverstindnis Kostytschews, 
wir hitten eine Nitritbildung aus Aminosiuren befirchtet. Ein 
weiteres ist nach diesen Klarstellungen wohl unndtig. 

Die von Kostytschew gegen unseren EKinwand des 
enormen N-Verbrauches seiner Kulturen erbrachte Tabelle 
spricht nicht zur Sache und beweist nichts. Auch wir kénnen 
beliebig mit Tabellen dienen, aus denen ohne Zusammen- 
hang eine jeweils verschiedene Relation von Trockengewicht zum 
verbrauchten Stickstoff hervorgeht. Wesentlich ist nur, daB der 
ganze bei Kostytschew verbrauchte N von den Pilzen assimiliert 
werden muB (sie sind doch nicht Nitritvergirer), also auch die 
dem N-Konsum entsprechende Trockengewichtszunahme un- 
bedingt eintreten muB, was eben bei Kostytschews enormen 


— 


1) Vgl. a. a. O. S. 208. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXIV, 20 
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Ausbeuten (bemerkenswerterweise sind gerade bei diesen abun- 
danten Werten die wesentlichen Vergleichszahlen nirgends 
volistandig, in Versuch 34 und 39 ist der Mycel-N nach der 
Assimilation kleiner als vorher!) undenkbar erscheint. In 
Versuch 32 soll das angeblich vorhandene Glykogen in zucker- 
freier Kultur(!) befahigt sein, neben den enormen Anspriichen 
der Aspergillusatmung mit dem KiweiBaufbau aus dem Stick- 
stoff von 32 mg in 24 Stunden verbrauchten Nitrits Schritt zu 
halten! Dies und nichts anderes ist der Sinn unserer Zitierung 
Czapeks. 

Was die Mengen betrifft, auf die Kostytschew soviel 
Wert legt, so iibersieht er vollkommen, daB die Mengen von 
Zwischenprodukten, die man im dissimilatorischen Stoffwechsel 
fordern kann und muB, in assimilatorischen Stoffwechsel iiber- 
haupt nicht erreicht werden kénnen, sollen nicht eine Schidigung 
des Organismus und damit falsche Ergebnisse zustande kommen. 
Ks wire modglich, daB Kostytschew gerade eine Rasse in 
Hinden hatte, die gréBere Mengen von Ammoniak und Amino- 
siuren umsetzte und anreicherte als unsere. Wir machen aber 
darauf aufmerksam, daf wir auch eine Aspergillusrasse zogen, 
welche noch héhere Werte als die Kostytschews lieferte; es 
stellte sich aber heraus, daB diese Rasse schon in den ersten 
Tagen trotz ZuckeriiberschuB desaminierte, also von vornherein 
als Kulturrasse auf starken KiweiBkonsum eingestellt war und 
dadurch Ammoniak- und Aminosiureanreicherung aus der Assi- 
milation vortiuschte. Aber in den Kontrollkulturen Kostyt- 
schews fehlen gerade wieder die meisten maBgebenden Ver- 
gleichszahlen. Wir haben immer absolute Nullwerte (Kon- 
trollen) neben gesetzmiBigen, wenn auch naturgegeben kleinen 
Werten (Tab. 5) bei allen untersuchten zwélf Stiimmen. Uns 
war wesentlich, daB ungeachtet der Mengen die Werte immer 
regelmaBig ausfielen und da wir neben K.s Kulturbedingungen 
sehr verschiedenartige andere Versuchsbedingungen mit ganz 
gleichsinnigen Ergebnissen durchpriiften, wihrend Kostyt- 
schew alle Versuche mit nur zwei Organismen unter ein 
und denselben Bedingungen fiihrte. Dazu kommt aber noch 
eins. Es ist eine sehr subtile Aufgabe, die nativ vor- 
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handenen Zwischenprodukte und nur diese ohne Fehlerquellen 
iz. B. chemische Desaminierung bei der Aufarbeitung) quanti- 
tativ zu bestimmen. Hitte Kostytschew seinen genauen 
Aufarbeitungsgang bekannt gegeben, so kénnten wir ihm wahr- 
scheinlich auch hier auf Grund unserer monatelangen Versuche, 
alle diese Fehlerquellen aufzudecken und auszuschalten, die 
Ursachen seiner hohen und unregelmiBigen Werte angeben.!) 

Beziiglich des Ortes der Reduktion haben wir allein 
einiges experimentelles und theoretisches Material fiir das Ent- 
stehen auBerhalb des Zellinneren (d.h. von Plasmagrenzschicht 
bis Kulturmedium) und auch die ersten Ansi&tze zum Studium 
des Verhaltens der Grenzschichten (Narkose und Blausiure- 
versuche) gebracht. 

Auch iiber den Mechanismus der Anhiufung haben wir 
uns zuerst ein wohldurchdachtes Bild gemacht und hierfiir 
Belegmaterial erbracht. Kostytschew findet die Riickstauung 
jetzt chemisch unhaltbar. Ich finde bei genauer Durchsicht 
seiner Arbeit (8S. 180 unten) gerade unsere breit belegte Auf- 
fassung der Riickstauung, wenn auch nur mit wenigen Worten 
als Grundgedanken auch seines Arbeitsplanes ausgesprochen. 
Kr schreibt: 

,¥om Gedanken ausgehend, daB Hemmung synthetische1 
Vorginge eine Bildung (soll wohl hei8en Anhiufung, d. Verf.) 
von intermediiiren Produkten der Nitratverarbeitung zur Folge 
haben soll, haben wir...“ 

Wir diirfen wohl dem Wunsche Ausdruck geben, dab 
persoénliche Angriffe und irrige Auslegungen, die sicherlich 
wissenschaftliche Fragen nicht férdern, fortan mehr zuriick- 
treten, am besten ganz unterbleiben michten. 





1) Eine Publikation dieser Ergebnisse folgt in anderem Zusammenhang. 








Uber den EinfluB des Trainings der Muskeln 
auf ihren Kreatingehalt. 


Von 


Alexander Palladin und D. Ferdmann. 


(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.,) 


(Der Redaktion zugegangen am 17, Januar 1928.) 


Unter den Untersuchungen, die der Erforschung des 
Kreatinstoffwechsels im tierischen Organismus gewidme* sind, 
nehmen die Arbeiten iiber die Rolle und Bedeutung des Krea- 
tins bei der Muskeltitigkeit einen hervorragenden Platz ein. 
Wenn wir die Frage tiber das gegenseitizge Verhaltnis zwischen 
der Kreatinbildung in den Muskeln und ihrem Tonus beiseite 
lassen, eine Frage, die bis heute noch nicht endgiiltig beant- 
wortet wurde, und bloB bei den Untersuchungen haltmachen, 
die die Beziehungen zwischen rhythmischen Muskelkontrak- 
tionen (einzelnen und tetanischen) und dem Kreatingehalt der 
Muskeln erforschen, so sehen wir, daB die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen, der alten, die an sich zur Kritik herausfordern, 
weil die Kreatinbestimmung nach Neubauer?) vorgenommen 
wurde, ebenso wie der neueren, die nach der Einfiihrung der 
colorimetrischen Methode der Kreatin- und Kreatininbestim- 
mung nach Folin?) erschienen, aiuf8erst widersprechend sind. 


So fand z. B. Weber’), daB das isolierte Herz in die Spiilflissig- 
keit um so mehr Kreatin abgibt, je intensiver es arbeitet. Als Beweis 
fiir diese Beziehung zwischen Muskeltatigkeit und Kreatinbildung dient 
nach Webers Meinung die Tatsache, daB nach der Durchschneidung 
des N. ischiadici die von ihm innervierten Muskeln im Vergleich in 





1) Neubauer, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 119, S. 33 (1861). 
*) Folin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 17, S. 463 (1914). 
5) Weber, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 58, S. 93 (1907). 
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den entsprechenden Muskeln der anderen Extremitit kreatinirmer wiirden. 
Im Gegensatz zu den Weberschen Angaben fand Mellanby') nach 
linger dauernder Tetanisierung der Muskeln ihren Kreatingehalt nicht 
vermehrt. Brown und Cathcart?) fanden bei tetanischer Reizung 
isolierter Froschmuskeln den Kreatingehalt vergréBert, bei Reizung 
der Muskeln enthirnter Frésche ,,in situ“ jedoch ihren Kreatingehalt 
vermindert. 

Mit Riicksicht auf solche widersprechenden Ergebnisse der 
bis jetzt vorgenommenen Untersuchungen, weiter aber auch 
deshalb, weil diese vornehmlich an Froschmuskeln angestellt 
wurden und auBerdem neben der Bestimmung des Kreatin- 
gehaltes die des Wassergehaltes der Muskeln gewoéhnlich auBer 
acht gelassen wurde (ein Umstand, der die gefundenen Resul- 
tate stark entwertete, da eine verhaltnismibige Kreatinvermeh- 
rung auf eine Verarmung der Muskeln an Wasser zuriick- 
gefiihrt werden-konnte und umgekehrt), erschien es uns wohl 
am Fiatz zu sein, sich nochmals mit dieser Frage zu befassen, 
wobei als Versuchsobjekte Kaninchen fungierten und in den 
Muskeln nach vorangegangener Tetanisierung nicht bloB der 
Kreatingehalt, sondern auch der Gesamtstickstoff-, Wasser- 
und Glykogengehalt bestimmt wurden. 


1. Einflu8 der tetanischen Kontraktion der Muskeln 
anf ihren Kreatingehalt. 


Die Versuche wurden an lebenden Kaninchen angestellt. Der M. 
biceps femoris der einen Extremitit wurde 5 Minuten lang mittels In- 
duktionsstromes gereizt, wihrend der M. biceps femoris der anderen 
Extremitit der Kontrolle diente. Die Reizung wurde durch Auflegung 
der Elektroden des Induktionsapparates auf der zuvor rasierten Haut 
iiber dem M. biceps femoris hervorgerufen. Nach der Reizung wurden 
die Kaninchen sofort getétet, der faradisierte und Kontrollmuskel wurden 
herauspripariert und ihr Wasser-, Gesamtstickstoff-, Kreatin- und Gly- 
kogengehalt bestimmt. Die Wasser- und Gesamtstickstoffbestimmung 
nahmen wir darum vor, weil nur mit ihrer Hilfe die tatsiichlichen Ver- 
iinderungen des Kreatingehaltes der Muskeln festzustellen waren. 

Die Bestimmung des Glykogens nahmen wir nach der Pfliiger- 
schen Methode vor, in der Modifikation zur Arbeit mit kleinen Mengen. 





') Mellanby, J. of Physiol. Bd. 36, 8. 447 (1908). 
*) Brown and Cathcart, J. of Physiol, Bd. 37, S. 14 (1908). 
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Die Muskelportionen, die zu 3 aus jedem Muskel genommen wurden, 
waren 800—900 mg schwer. 

Fiir die Bestimmung des Wassergehaltes wurden je 2 Portionen 
von 500—600 mg aus den beiden Muskeln entnommen. 

Die Bestimmung des Gesamtstickstoffgehaltes erfolgte nach der 
colorimetrischen Methode Folin and Farmer mit der Modifikation von 
Gulick. Das Gewicht der Partikelchen betrug 120—170 mg. 

Die Bestimmung der Kreatinmenge wurde nach der Methode von 
Riesser’) und A. Palladin*) vorgenommen, wobei je 3 Portionen aus 
beiden Muskeln von 4—6 g genommen wurden. 


In der Tab. 1 sind die Protokolle von zweien unserer 
Versuche mit der Reizung des M. biceps femoris bei Kaninchen 














Tabelle 1. 
‘| In°/,d.frischen Subst. | In°/, d. trocknen Subst. wagser. [Kreatin- 
: N in® 
Muskeln | Glyko- x | Brea Glyko- | Krea- gehalt ins ‘“ 
gen paee tin gen | asi | tin } 39 "/o | Ges.-N 














Ungereizt| 0,310 | 3,77 0,554] 1,223 14,8 218 | 74,65 | 4,7 
Gereizt | 0,084 | 3,01 0,449] 0,405 145 216] 79,20 | 4,8 
Ungereizt| 0,375 | 3,65 0,548] 1,480 14,5 2,16 | 74,72 | 4,8 
Gereizt | 0,108 | 2,99 0,489] 0523 144 213] 7935 | 4,7 

















wiedergegeben, die alle die gleichen Resultate gaben. Wie 
aus der Tabelle zu ersehen ist, war der Kreatingehalt der 
untersuchten Substanz des gereizten Muskels geringer, als der 
des Kontrollmuskels. In dieser Hinsicht stimmen unsere Er- 
gebnisse mit denen von Brown und Cathcart an gereizten 
Froschmuskeln in situ iiberein. 

Die Kreatinverminderung im gereizten Muskel ist aber 
nur eine relative, da sich der Wassergehalt des gereizten 
Muskels als erhéht erweist. Wenn wir den Kreatingehalt auf 
die Trockensubstanz des Muskels berechnen, so sehen wir, daB 
er im gereizten wie im ungereizten Muskel im allgemeinen 
gleich blieb, daB also die fiinf Minuten dauernde Reizung 
auf den Kreatingehalt des M. biceps femoris keinen 
EKinfluB hatte. 





') Riesser, Diese Zs. Bd. 86, S. 415 (19183). 
®) A. Palladin, Biochem. Zs. Bd. 133, S. 91 (1922). 
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Der Gesamtstickstoffgehalt der frischen Substanz des kon- 
trahierten Muskels war ebenfalls geringer als im ungereizten 
Muskel; bei Umrechnung auf die Trockensubstanz war aber 
der Gesamtstickstoffgehalt in beiden Muskeln gleich. DaB der 
Kreatingehalt nach der tetanischen Reizung unveriindert bleibt, 
ist auch aus dem prozentualen Verhiltnisse zwischen Gesamt- 
stickstoff und Kreatinstickstoff des kontrahierten und _ nicht- 
kontrahierten Muskels zu ersehen: es blieb in beiden Muskeln 
in allen Versuchen im allgemeinen unveriindert. Was das 
Glykogen betrifft, so war seine Menge im faradisierten Muskel 
stets betrachtlich niedriger als im Kontrollmuskel. 

Auf diese Weise zeigen unsere Versuche, daB eine starke 
tetanische Muskelkontraktion, bei der eine bedeutende 
Glykogenmenge verbraucht wird, keine Verinderun- 
gen im Kreatingehalt der Muskeln hervorruft. 


2. Der Einfiu8 des Trainings auf den Kreatingehalt 
der Muskeln. 


Wir sehen also, daB die tetanische Muskelkontraktion 
keine Kreatinvermehrung in den Muskeln zur Folge hat. Den 
Angaben der Literatur nach aber muB das Kreatin irgendeine 
Rolle bei der Muskeltatigkeit spielen. Wir kennen beispiels- 
weise eine Reihe von Tatsachen, die auf ein bestimmtes Ver- 
hiltnis zwischen dem Kreatingehalt in den Muskeln und deren 
Arbeitsfahigkeit hinweisen: die rascher Kontraktionen fahigen 
weifen Muskeln sind stets reicher an Kreatin, als die sich 
langsam kontrahierenden roten; die Muskeln der Hinterbeine 
sind bei den Fréschen reicher an Kreatin, als die der weitaus 
weniger aktiven Vorderbeine; darauf weist auch der von 
Riesser festgestellte Parallelismus im Lactacidogen- und 
Kreatingehalt in den Muskeln hin. 

Ganz natiirlich erhebt sich da die Frage, ob nicht der 
Kreatingehalt in den Muskeln bei ihrer Trainierung, durch 
welche ihre Arbeitsfihigkeit gesteigert wird, eine Anderung 
erfahrt. 

Um darauf zu antworten, stellten wir die unten beschrie- 
benen Versuche an, die zeigen sollten, wie das Training der 
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Muskeln, d. h. ihre regulire, tagtaiglich sich wiederholende 
Arbeit (tetanische Konzentration) auf ihren Kreatingehalt ein- 
wirkte. DaB Training iiberhaupt auf die chemische Zusammen- 
setzung der Muskeln einzuwirken vermag, wissen wir aus den 
Untersuchungen von Embden und Habs.!) Wie aus dem 
Vortrage Embdens am Internationalen PhysiologenkongreB in 
Stockholm 1926 zu ersehen war, fanden sie im trainierten 
Muskel einen groBen Glykogengehalt. Diese Glykogenzunahme 
erklirt Embden damit, da der leistungsfaihigere trainierte 
Muskel groBe Reserven an einer solchen Substanz haben mubB, 
deren Zerfall unter Milchsiurebildung die Energie fiir die 
Muskelkontraktion abgibt. Gleichzeitig fanden Embden und 
Habs in trainierten Muskeln eine Vermehrung an Reststickstoff 
und eine Verminderung des Wassergehaltes. 

Unsere Versuche stellten wir an Kaninchen an. Trainiert wurde 
(verschieden lang) der M. biceps femoris einer Extremitait, wihrend der 
M. biceps femoris der anderen Extremitit Kontrollzwecken diente. 

Das Training des Biceps bestand darin, daB dieser Muskel tiglich, 
zweimal je 3 Minuten in einem Intervall von 4 Stunden mittels Induk- 
tionsstromes gereizt wurde. Die Elektroden wurden auf der gut rasierten 
Haut iiber dem Biceps angelegt. Wie besondere Untersuchungen mit 
Aufzeichnung der Kontraktionskurve zeigten, befindet sich bei einer 
solehen Reizung der Biceps im Zustande einer tetanischen Kontraktion. 

Die Versuche erstreckten sich tiber 1—17 Tage. 2—6 Tage nach 
der letzten Reizung wurden die Kaninchen getétet, ihre Bicepsmuskeln 
wurden herausgeschnitten, der trainierte ebenso wie der nichttrainierte, 


und es wurde der Gehalt an Gesamtkreatin, Gesamtstickstoff, Wasser 
und Glykogen nach den obenerwiéhnten Methoden bestimmt. 


In erster Linie wurde ein Versuch mit einer so lange an- 
dauernden Trainierung angestellt, da& man nach Embden 
eine starke Vermehrung des Glykogengehaltes erwarten konnte; 
es zeigte sich, da8 ein hinreichend langes Training stets 
einen vergréBerten Kreatingehalt des trainierten 
Muskels zur Folge hatte. Um eine derartige Erhéhung 
des Kreatingehaltes vorzunehmen, war ein finftigiges Training 
hinreichend. 

In der Tab. 2 sind die Protokolle von acht diesbeziiglichen 





*) Embden u. Habs, Skand. Arch. Physiol. Bd. 49, 8. 122 (1926). 
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Tabelle 2. 
Die Kaninchen wurden 48 Stunden nach der letzten Reizung getétet. 
Dauer _ | Kreatin- 
Muskeln je mee Bis), eee 
Trainings = hs ile |i Geant ™ /o gehalt 


Trainiert 5 Tage| 3,62 0,615 d,4 0,721 75,14 




















Untrainiert 3,63 0,570 5,0 0,488 | 74,20: 
Trainiert 6 Tage} 3,80 0,594 3,0 1,18 os 
Untrainiert 3,82 0,540 4,5 0,77 — 
Trainiert 7 Tage! 3,58 0,611 3,) 0,573 — 
Untrainiert 3,61 0,545 4,8 0,297 — 
Trainiert 8 Tage | 3,72 0,603 5,2 0,351 76,15 
Untrainiert 3,68 0,547 4,7 0,220 75,79 
Trainiert 9 Tage} 3,88 0,613 5,0 _ _ 
Untrainiert 3,85 0,547 4,5 _ — 
Trainiert 12 Tage} 3,97 0,609 d,1 0,732 —_ 
Untrainiert 4,02 0,516 4,1 0,252 _ 
Trainiert 13 Tage} 3,72 0,596 5,1 0,730 — 
Untrainiert 3,70 0,517 4,5 0,210 — 
Trainiert 15 Tage 3,70 0,635 3,9 0,913 _ 
Untrainiert 3,72 0,520 4,5 0,481 — 


Versuchen angefiihrt, in denen die Dauer des Trainings 5 bis 
17 Tage betrug und die Kaninchen 48 Stunden nach der letzten 
Reizung getétet wurden. Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, 
war iiberall im trainierten Muskel mehr Kreatin vorhanden als 
im gleichnamigen nicht gereizten Muskel der anderen Hinter- 
extremitit desselben Tieres. Der gesamte Stickstoffgehalt da- 
gegen war in beiden Muskeln im allgemeinen immer gleich. 
Deshalb war die Kreatinstickstoffmenge gegeniiber der ge- 
samten Stickstoffmenge in den trainierten Muskeln prozentuell 
stets gréBer als in den nichttrainierten. In ersteren kamen 
auf den Kreatinstickstoff 5,0—5,5°/, des Gesamtstickstoffs, in 
letzteren bloB 4,1—5,0°/,. 

Daraus ist zu ersehen, daB die Erhéhung des Kreatin- 
gehalts im trainierten Muskel keine relative ist und nicht auf 
eine Herabsetzung des Wassergehaltes zuriickzufiihren ist. Und 
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so oft wir den Wassergehalt im gereizten und Kontrollmuskel 
bestimmten, fanden wir tatsiichlich im allgemeinen stets ganz 
nahe beieinander liegende Werte. 

Beziiglich des Glykogengehaltes bestitigten unsere Ver- 
suche vollkommen die Angaben von Embden, daf das Trai- 
ning die Glykogenmenge erheblich erhdhe und hierfiir ein drei- 
bis fiinftigiges Training erforderlich ist. 









































Tabelle 3. 
Die Kaninchen wurden 24 Stunden nach der letzten Reizung getotet. 
Dauer . __.,_ | Kreatin-N 
Muskeln des awl awe A oe 
Trainings wah. in “lo | d.Ges.-N 
Trainiert. . 1 Tag 3,67 0,562 4,9 0,450 
Untrainiert . 3,70 0,556 4,8 0,475 
Trainiert. , 1 Tag 3,99 0,549 4,46 0,608 
Untrainiert . 3,89 0,551 4,53 0,584 
Tabelle 4. 
Die Kaninchen wurden 48 Stunden nach der letzten Reizung getotet. 
Dauer |. . | Kreatin- Wasser- 
Muskeln des | Ges-N | Kreatin | yy jn o/, [Glykoge) eohalt 
Trainings} “ ‘0 he d.Ges.-N}| * lo in °/, 
Trainiert 2 Tage 3,60 0,552 4,91 0,50 74,70 
Untrainiert 3,97 0,548 4,89 0,41 75,16 
Trainiert 2 Tage 3,72 0,545 4,66 0,458 75,24 
Untrainiert 3,70 0,550 4,76 0,375 75,28 




















Die Tabb. 3 und 4 zeigen, daB ein ein- oder zweitigiges 
Training der Muskeln nicht ausreicht, um eine Erhéhung ihres 
Kreatingehaltes hervorzurufen. 

Als diese unsere Arbeit schon druckfertig geschrieben 
war’), erschien eine ausfiihrliche Publikation der obengenannten 





1) Unsere Untersuchungen waren am 30. [X. 27 anliBlich der 
X. Tagung der Deutschen Physiologischen Gesellschaft in Frankfurt a. M. 
vorgetragen. 
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Untersuchungen von Embden und Habs ,Uber chemische 
und biologische Verinderungen der Muskulatur nach 6fters 
wiederholter faradischer Reizung.“!) Aus dieser Publikation 
sieht man, daB Embden und Habs in 4 Versuchen auch Ge- 
samtkreatininbestimmungen gemacht hatten. Die 4 Versuche 
bestatigen unsere Ergebnisse nicht; im Gegenteil, 2 Versuche 
haben einen Mindergehalt an Kreatin auf der faradisierten 
Seite gezeigt. Worin die Ursache dieser Verschiedenheit in 
den Ergebnissen von Embden und Habs und von unseren 
Untersuchungen liegt, kénnen wir vorliufig nicht sagen. Viel- 
leicht liegt die Ursache darin, daB die Kaninchen in Embden- 
schen Versuchen vier oder mehr Tage nach dem letzten Trai- 
ning untersucht waren (Tab. 8 gibt in dieser Hinsicht keine 
niheren Angaben). Man kann aber nicht den auffallend hohen 
Kreatingehalt in den untrainierten Muskeln in den Versuchen 
von Embden auBer acht lassen (0,595°/,; 0,624°/,; sogar 
0,709°/, Kreatin!). In zwei letzten Versuchen handelt es sich 
iibrigens um Kaninchen, die an Cystizerken schwer erkrankt 
waren. 

Sowie wir nun festgestellt hatten, daB eine regulare 
tagtigliche Reizung des M. biceps femoris beim 
Kaninchen mittels Induktionsstromes seinen Kreatin- 
gehalt erhéht, erhob sich die Frage nach der Bestindigkeit 
dieser Verainderung des Kreatingehaltes. 

Um diese Frage zu beantworten, stellten wir Versuche 
an, in welchen wir die Tiere zwecks Analyse ihrer Muskeln 
nicht 48 Stunden nach der letzten Reizung téteten, sondern 
nach 8, 4 und mehr Tagen. Wie aus den Tabb. 5 und 6, in 
denen 2 und 8 der diesbeziiglichen Versuche angefihrt sind, 
zu ersehen ist, ist am dritten und vierten Tag nach der letzten 
Reizung der Kreatingehalt des trainierten Muskels erhéht, nach 
dem vierten Tage aber im allgemeinen nicht mehr so hoch 
wie nach 2 Tagen. 

Wenn aber die Muskeln 6 Tage nach dem letzten Training 
untersucht wurden, so war, wie aus der Tab. 7 zu sehen ist, 





1) Embden u. Habs, Diese Zs. Bd. 171, S. 16 (1927). 
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kein nennenswerter Unterschied im Kreatingehalt des trainierten 
und nichttrainierten Muskels zu beobachten. Die durch regu- 
lare, tigliche Reizung des Muskels hervorgerufene 
Anderung seines Kreatingehaltes erscheint also we- 
niger bestandig als die Anderung seines Glykogen- 
gehaltes und verschwindet schon 6 Tage nach der letzten 
Reizung. 
Tabelle 5. 


Die Kaninchen wurden 72 Stunden nach der letzten Reizung getdétet. 









































Dauer _ | Kreatin- 
a ae rane ara Nin %, rere Wasser- 
Trainings} '™ /o ma “lo d.Ges.-N}| “ /0 gehalt 
Trainiert 8 Tage 3,66 0,603 5,27 — 75,16 
Untrainiert 3,64 0,560 4,94 — 75,28 
Trainiert 10 Tage 3,72 0,578 4,97 1,62 a= 
Untrainiert 8,75 0,532 4,67 0,511 a 
Trainiert 11 Tage 3,68 0,614 5,d4 0,701 = 
Untrainiert 3,70 0,556 4,81 0,380 — 
Trainiert 16 Tage 3,48 0,570 4.83 1,08 — 
Untrainiert 3,79 0,528 4,44 0,32 — 
Tabelle 6. 
Die Kaninchen wurden 96 Stunden nach der letzten Reizung getotet. 
Dauer G Kreatt Kreatin-N 
Muskeln des open ee in °/, | Glykogen 
Trainings wil. in 10 | d. Ges.-N 
Trainiert. . 11 Tage 3,40 0,592 5,03 0,720 
Untrainiert . 3,66 5,60 4,92 0,482 
Trainiert. . 12 Tage 3,66 0,602 3,27 0,612 
Untrainiert . 3,62 0,550 4,87 0,377 
Trainiert. . 14 Tage 3,88 0,580 4,79 1,09 
Untrainiert . 3,86 0,547 4,54 0,472 

















Wie bereits erwaihnt, faBt Embden die Erhéhung der 
Glykogenmenge nach vorausgegangenem Training dahin auf, 
daB beim Trainieren sich im Muskel solche Stoffe ansammeln. 
die als Energiequellen dienen. 
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Der eine von uns (A. Palladin) sprach schon friher die 
Ansicht aus, daB das Kreatin im Muskel augenscheinlich eine 
bestimmte energetische Rolle spielt. Die beschriebenen Ver- 
suche bestaitigen anscheinend diese Annahme, iudem sie zeigen, 
daB bei Training neben der Glykogenvermehrung eine Zunahme 
des Kreatingehaltes auftritt und daB als energieliefernde 
Reaktion fiir die Muskelkontraktion nicht bloB die 
Reaktion der Umwandlung von Kohlehydraten in 
Milchsiure erscheint, sondern auch noch irgendeine 
andere Reaktion, in der Kreatin beteiligt ist. 

Eine solche Annahme wird durch die neuesten Unter- 
suchungen von Fiske und Subarow?), Eggleton?) und 
Meyerhof?) unterstiitzt, welche fanden, daB es in den Mus- 


Tabelle 7. 


Die Kaninchen wurden 144 Stunden nach der letzten Reizung getotet. 
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Dauer Kreatin- W asser- 




















Muskeln des sige pares N in °%, Gly ow gehalt 
Trainings} ‘? /° lo td. Ges.-N] ™ / in %/, 

Trainiert i4 Tage 3,54 0,540 4,5 0,782 74,25 
Untrainiert 3,78 0,545 4,6 0,427 75,09 
Trainiert 6 Tage! 3,60 0,550 4,9 0,695 75,24 
Untrainiert | 3.65 0,547 4,8 0,395 | 75,68 


keln eine Verbindung von Kreatin und Phosphorsiure gibt 
und daB diese Verbindung (Phosphagen) sich in der ersten 
Phase der Muskelkontraktur spaltet; die Spaltungsreaktion 
dieser Verbindung von Kreatin und Phosphorsiure stellt nach 
Meyerhof eine exothermische Reaktion vor, die einen Teil 
der fiir die Muskelkontraktion nétigen Energie liefert. 

Zum Schlusse sei noch darauf hingewiesen, da8 man auf 
Grund des oben Dargelegten annehmen kann, daB der hohere 
Kreatinkoeffizient bei Frauen, die sich mit Sport beschaftigen, 
von dem hoheren Kreatingehalt ihrer trainierten Muskeln abhingt. 





’) Fiske and Subarow, Science, April (1927). 
*) Eggleton, Biochemical. Jl. Bd. 21, S. 190 (1927). 
*) Meyerhof, Naturwissenschaften Bd. 32, S. 670 (1927). 
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Zusammenfassung. 


1. Der Kreatingehalt der feuchten Substanz der mit In- 
duktionsstrom gereizten Muskeln war im Vergleich zu den 
nicht gereizten stets herabgesetzt; der Wassergehalt im ge- 
reizten Muskel dagegen war stets erhéht, weshalb der Kreatin- 
gehalt bei der Umrechnung auf die Trockensubstanz im ge- 
reizten wie auch im ungereizten Kontrollmuskel gleich gro8 blieb. 

2. Der Kreatingehalt ist im trainierten Muskel stets hoher 
als im untrainierten; diese Kreatinvermehrung ist nicht durch 
eine Verminderung des Wassergehaltes im trainierten Muskel 
zu erkliren, denn der Wassergehalt in beiden Muskeln war 
beinahe gleich. 

3. Zu einer Erhéhung des Kreatingehaltes geniigte bereits 
ein fiinftagiges Training. 

4. Die Verinderung im Kreatingehalt beim Training hilt 
weniger lange an als die des Glykogengehaltes: bei der Tétung 
6 Tage nach der letzten Reizung konnte kein Unterschied mehr 
aufgefunden werden. 





Zur Frage der spektrographischen Untersuchung 
an Kohlenhydraten im Ultraviolett. 
Von 


Victor Henri und Svend Aage Schou.') 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Physikalisch-chemischen Institut der Universitat Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Januar 1928.) 


In dem 165. Band dieser Zeitschrift, S. 130 hat Herr 
P. Niederhoff eine Untersuchung iiber die Absorption 
einiger Kohlehydrate im Ultraviolett publiziert, die als All- 
gemeinresultat den Nachweis von einer Absorptionsbande mit 
Maximum in dem Gebiet um 2800 A bei den reduzierenden 
Zuckern hat. Diese Bande deutet der Verfasser als von der 
Carbonylgruppe verursacht, indem er die Arbeiten des einen 
von uns?) zu Hilfe zieht. Zu dieser ersten Arbeit kommt 
noch eine kleine Bemerkung’), worin N. aus der GréBe des 
Absorptionskoeffizienten schlieBt, da8 nur ein Teil der Glucose- 
molekeln in der Carbonylform vorhanden sein kann. ' 

In einer Erwiderung an Herrn Niederhoff haben 
L. Kwiecifiski und L. Marchlewski‘), auf eigene Arbeiten 
gestiitzt, die Meinung vertreten, daBb die von Niederhoff 
aufgefundene Absorption von unreinen Substanzen herriihrt, 
und daB eine selektive Absorption in dem von Niederhoff 
angegebenen Gebiet bei reinen Substanzen iiberhaupt nicht 
vorhanden ist, sowie auf die Schwierigkeiten, welche die op- 
tische Reinigung der Zucker bieten, aufmerksam gemacht. 





1) International Education Board Fellowship. 

?) V. Henri, Etudes de Photochimie, Paris, 1919. 
*) Diese Zs. Bd. 167, S. 310 (1927). 

*) Diese Zs. Bd. 169, S. 300 (1927). 
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An der Tagung der deutschen Physiologischen Gesell- 
schaft (Frankfurt, 30. September 1927) hat N. einen Vortrag 
gehalten, dessen Inhalt uns nur aus einem kurzen Referat’) 
bekannt ist, woraus zu ersehen ist, daB er nicht nur seine 
Anschauung iiber die Absorptionsbande aufrecht halt, sondern 
noch glaubt, aus der Absorption in dem iu8ersten Ultraviolett 
auf das Vorhandensein der Enolform der Glucose in einer 
wiBrigen Loésung schlieBen zu diirfen. 

Der eine von uns’), dessen Methode zur Feststellung des 
Absorptionskoeffizienten von N. verwendet worden ist, hat 
schon vor 15 Jahren die Untersuchung der Absorption der 
Kohlehydrate begonnen und nie wieder ganz aufgegeben; er 
hat schon damals keine selektive Absorption im Carbonyl- 
gebiet, sogar bei Glucose normal und 12cm _ Schichtdicke 
beobachtet. 

Wir miissen Kwiecinskis und Marchlewskis Angaben 
bestiitigen, daB eine zufriedenstellende optische Reinigung der 
Zucker ganz auBerordentliche Schwierigkeiten bietet, sie labt 
sich zum Beispiel fiir Glucose nur unter Verwendung von 
ganz speziellen Methoden — die noch auszuarbeiten sind — 
durchfiihren. Die Frage der Reinheit der verwendeten Sub- 
stanzen ist von gréBter Bedeutung bei spektrographischen Ar- 
beiten und wird bei so schwach absorbierenden Substanzen 
wie die Zucker ein Faktor, der den ganzen Wert der Arbeit 
bestimmt. Die Frage der Reinheit tritt tiberhaupt nicht auf 
in der Arbeit Niederhoffs, es scheint, daB die durch 
C. F. Kahlbaum oder E. Merck bezogenen Substanzen 
direkt zur Verwendung gekommen sind. ,Die Loésungen 
wurden filtriert und erst einige Zeit, meist 3—18 Stunden, 
nach ihrer Fertigstellung untersucht.“ 

Der eine von uns%) hat die letzten zwei Jahre in diesem 
Laboratorium Untersuchungen iiber die Absorption der ali- 
phatischen Aldehyde ausgefiihrt, und hat sich auch mit der 
Frage der Absorption der Zucker und ihrer Umwandlungs- 





1) Zs. f. angew. Ch. Bd. 40, S. 1244 (1927). 
*) V. Henri, Physikalische Zs. 1913. 
5) §. A. Schou. 
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produkte beschiftigt. Als Resultat hat sich im Fall der Glu- 
cose ergeben, daB diese (wie K. und M. auch gezeigt haben), 
je reiner sie ist, um so schwiacher absorbiert. Die wahre Ab- 
sorption der Glucosemolekeln (also absolut rein) laBt sich 
noch nicht angeben, aber was uns als von gréBter Bedeutung 
vorkommt, ist, da es nicht schwierig ist, Praparate zu be- 


kommen, die viel schwicher absorbieren als die von Nieder- 


hoff herausgefundenen. Das reinste Glucosepriiparat, das wir 


gehabt haben, ist ein Praparat vom United States Bureau 


of Standards in Washington (Standard Sample Nr. 41), das 
eine Absorption besitzt, die noch schwicher ist als eine Glu- 


cose (von E. Merck ,pro infusione“), die fiinfmal aus optisch 
reinem Alkohol*) umkrystallisiert worden war. 
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Auf der obenstehenden Kurve geben wir die Absorption 
dieser Glucose (Nr. 1) in denselben Kinheiten wie bei Nieder- 
hoff, und mit dessen Kurve (Nr. 2) zum Vergleich eingetragen. 





1) Nach der von V. Henri und Castille angegebenen Methode 
gereinigt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXIV. 21 
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Die Glucoselésung haben wir sofort nach der Darstellung, wie 
auch nach 24 Stunden photographiert und keine Anderung in 
der Absorption gefunden. In der folgenden Tabelle geben wir 
die Werte der molekularen Extinktionskoeffizienten der Glu- 
cose, berechnet nach der Formel: 











0,9 t, 
ae log 7, 

Lin A é log (e + 102) 
1990 1,75 2,24 
2015 0,88 1,94 
2020 0,58 1,77 
2035 (,44 1,64 
2045 0,35 1,54 
2055 0,29 1,47 
2065 0,23 1,37 
2080 0,18 1,24 
2095 0,14 1,15 
2130 0,12 1,07 
2165 0,088 0,94 
2205 0,070 0,85 
2210 0,058 0,77 





Als Resultat laBt sich sagen, daB diese reine Glucose in 
zwei molaren Lésungen und in Schichtdicken, die bis sechsmal 
wie diejenigen von Niederhoff verwendet sind, nur konti- 
nuierlich in dem dufersten Ultraviolett sehr schwach absor- 
biert. Diese Absorption ]aBt sich nur unterhalb 2210 A be- 
stimmen, sie spielt sich somit in einem Gebiet ab, welches mit 
der von Niederhoff angewendeten Lichtquelle unzuginglich 
ist. Bei 2800 A wird also keine Absorption gefunden und 
der den chemischen Reaktionen entsprechende Gehalt an 
Molekeln in der Carbonylform ist also so gering, daf er noch 
nicht — selbst mit den empfindlichen spektrographischen Me- 
thoden — nachgewiesen worden ist. Eine Absorption in dem 
Gebiet um 2800 A mu nach unseren Untersuchungen — falls 
sie sich iiberhaupt bestimmen liBt — wenigstens 20mal kleiner 
sein als die von Niederhoff angegebene, indem N im Maxi- 
mum log (¢- 10?) = 2,08 angibt, entsprechend «= 1,2 und 
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nach unserer Untersuchung kénnen wir sagen, daB die even- 
tuelle Absorption kleiner als ¢ = 0,06 (entsprechend unseren 
kleinsten Werten fiir log(e-107)= 0,77) sein mu. Wollen 
wir weiter dieses Resultat mit der GréBe des Absorptions- 
koeffizienten fiir Aceton vergleichen (¢ = 18), so laBt sich 
sagen, daB der eventuelle Gehalt an Molekeln in der Carbonyl- 
form kleiner — wahrscheinlich viel kleiner — sein muB als 
1: 300. 

SchlieBlich miissen wir bestitigen, daB in Glucoselésungen 
eine Absorptionsbande entstehen kann bei etwa 2800 A, eine 
Bande, deren Entstehen von der Wasserstoffionenkonzentration, 
der Temperatur und der Zeit abhingig ist. Diese Bande liBt 
sich noch bei einer Wasserstoffionenkonzentration so groB wie 
Py + 7,0 im Phosphatpuffer nachweisen. Eine groBe Reihe 
von Messungen iiber die Entstehung dieser Bande ist von dem 
einen von uns!) ausgefiihrt worden; die Deutung der Bande 
aber bietet groBe Schwierigkeiten, indem sie in einem Gebiet 
auftritt, wo wir gewohnlich (in unkomplizierten Fallen) die 
Absorption der C==O-Gruppe finden, und es trotzdem méglich 
ist, daB sie in einer ganz anderen Weise zu interpretieren ist. 
Die Kompliziertheit dieser Frage steht selbstverstindlich mit 
der Mannigfaltigkeit der Umlagerungs-, Spaltungs- und Poly- 
merisationsméglichkeiten in engster Verbindung, die in einer 
alkalischen Glucoselésung nicht nur méglich, sondern anzu- 
nehmen sind. Die Diskussion dieser Frage wird in einer 
speziellen Arbeit des einen von uns gegeben. 


')S. A. Schou und R. Wurmser, C. R. Acad. Sciences, Paris, 
Januar 1928. 
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Uber die Absorptionsspektren der Zucker im Ultraviolett. 


Eine Erwiderung auf die Arbeit von V. Henri und Svend Aage 
Schou: ,,Zur Frage der spektrographischen Untersuchung an 
Kohlenhydraten im Ultraviolett“. 


Von 
P. Niederhoff. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30, Januar 1928.) 


Am SchluB8 ihrer Ausfiihrungen bestitigen V. Henri und Svend 
Aage Schou meinen Befund, da8 bei der Glucose eine Absorptions 
bande in der spektralen Gegend von 2800 AB. nachgewiesen werden 
kann. Ich habe auch bei anderen Mono- und Disacchariden, sowohl in 
wiBriger als auch noch verstirkt in alkalischer Lésung, mit Ausnahme 
vom Rohrzucker ein Absorptionsband unter bestimmten Bedingungen 
erkennen kénnen, also bei allen Zuckern, die in alkalischer Lésung redu- 
zierende Eigenschaften besitzen. Diese Absorptionsbanden riihren nicht 
von irgendwelchen Verunreinigungen her, wie L. Kwiecifski und 
L. Marchlewski und neuerdings auch V. Henri und Mitarbeiter meinen, 
sondern sind auf die Zuckermolekiile selbst zu beziehen. 

Die Reinheit der Substanzen hat natiirlich fiir die optischen Unter- 
suchungen ihre besondere Bedeutung; es ist diese Frage deswegen auch 
von mir eingehend gepriift worden. Aber gerade die Nachpriifung der 
Untersuchungen von L. Kwiecinski und L. Marchlewski iiber die 
Abnahme der Absorptionsbanden nach dem Umkrystallisieren von Glucose 
und Galaktose aus 96°/,igem Athylalkohol hat mich in der Uberzeugung 
bestiirkt, daB die selektive Absorption bei Liésungen der reduzierenden 
Zucker nicht auf verunreinigenden Beimengungen beruht. Wohl habe 
auch ich die Beobachtung machen kiénnen, daB die selektive Absorption 
verschwindet und eine kontinuierliche eintritt. Diese ist aber auf ganz 
bestimmte Vorgiinge zuriickzufiihren, die Gegenstand spiterer Veréffent- 
lichung sein werden, sobald meine Arbeiten auf diesem Gebiete zu 
einem abschlieBenden Ergebnis gekommen sind. 
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Wire die Annahme richtig, daB die Absorptionsbanden von ver- 
unreinigenden Beimengungen herrihrten, so miiBten sich diese Verunreini- 
gungen nach dem Umkrystallisieren der Zucker in der Mutterlauge finden 
lassen, es miBte also die Mutterlauge besonders nach vorheriger Ein- 
engung ein starkes selektives Absorptionsband besitzen. Dies ist aber 
nach meinen Untersuchungen absolut nicht der Fall. Eine selektive 
Absorption habe ich in der Mutterlauge nicht nachweisen kénnen. 

Gegen eine Verunreinigung spricht auch, daB man gerade bei den 
reduzierenden Zuckern eine selektive Absorption nachweisen kann, bei 
dem Rohrzucker aber nicht. 

Der Umstand, daB bei den friiheren Untersuchungen, die zuerst in 
den 80er Jahren des vorigen Jahrhunderts von Soret und W.N. Hartley 
ausgefiihrt und vor 15 Jahren mit dem gleichen Ergebnis von V. Henri 
wiederholt worden sind, die Glucose als nur kontinuierlich absorbierend 
angesehen worden ist, erscheint auch nicht geeignet, meine Untersuchungs- 
ergebnisse zu widerlegen. Gerade gegeniiber den friiheren Resultaten 
bedeuten diese neueren Ergebnisse einen Fortschritt. 
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Von 


Bonifaz Flasehentriiger und Godo Léhr. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. | 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22, Januar 1928.) 


Das Verhalten der Bernsteinsiure im Organismus ist in 
den letzten Jahren vielfach untersucht worden. Ihr Vorkommen 
in Geweben wie Leber, Muskel und in der Galle, ihr leichter 
Ubergang in Fumar- und Apfelsiiure, der neuerdings von 
Amandus Hahn’*) und Gottwald Fischer’) quantitativ 
festgestellt wurde, hat schon friiher zur Entwicklung einer 
Theorie des Essigsiureabbaus gefihrt (Thunbecrg rnd Wie- 
land). F. Knoop und M. Gehrke‘) haben dieser Anschauung 
experimentell eine Stiitze gegeben. W.C. de Graaf und 
A. J. Le Févre®) glauben, daB die Bildung der Bernsteinsiiure 
bei der Vergirung von Glycerin iiber Acetaldehyd verliuft. 
Nach alledem scheint die Bernsteinsiure eine wichtige Funk- 
tion im intermediiren Stoffwechsel zu haben. Es fallt daher 
besonders auf, daB diese Saiure im Harn und im Blut bisher 
mit Sicherheit nicht festgestellt ist. G. Meissner und 
C.H. Shepard®) schreiben zwar, daB nach ihren Beobachtungen 


1) Beitriige zur Kenntnis des Fettstoffwechsels, 11. Mitteilung. 

2) Zs. Biol. Bd. 86, S. 523 (1927); Bd. 87, S. 107 (1928). 

3) Chem. Ber. Bd. 60, S. 2257 (1927). 

4) Diese Zs. Bd. 146, S. 63 (1926). 

5) Biochem. Zs. Bd. 155, 8. 313 (1925). 

°) Unters. iiber die Entst. d. Hippursiure im tier. Organ., Hannover 
1866, Hahnsche Buchhandl., S. 121. 
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im normalen Blut und Harn Bernsteinsiure zu finden ist. 
Uberzeugende experimentelle Unterlagen fiir die Behauptung 
fehlen jedoch. Longo?) fand nach Genu8 von Spargelspitzen 
weder Asparagin noch Bernsteinsiure im Harn und auch keine 
Bernsteinsiiure im Kot, Ergebnisse, die Hoppe-Seyler nach 
Versuchen von EK. Baumann bestitigte. Salkowski?) hat 
gerade daraufhin eingehend den Harn auf Bernsteinsiure mit 
verbesserter Methodik untersucht, sie aber nicht gefunden. 
Nach seinem Verfahren hitte er 0,2 g Bernsteinsiure in 500 ccm 
Harn eben noch nachweisen kénnen. 

Nach eingehenden Testversuchen zur Auffindung der Bern- 
steinsiure im Blut wurden etwa 50 Liter Rinderblut, wie im 
praktischen Teil niher ausgefihrt ist, auf ihren Gehalt an 
Bernsteinsdure gepriift. Auch in dieser groBen Menge Blut 
war sie nicht aufzufinden, es liBt sich mit aller Bestimmtheit 
sagen, daB auf keinem Fall eine gréBere Menge als 0,2 mg-°/, 
im geschlagenen Rinderblut vorhanden sein kann. Das Vor- 
kommen der Bernsteinsiure isa Muskel steht offenbar nicht 
mit dem in der Leber oder Galle in Beziehung. Wir miissen 
vielmehr annehmen, daf die bernsteinsiure autochthon in der 
Muskelzelle ihren Ursprung hat, vorausgesetzt, daB sie im 
Blut nicht in fester organischer Bindung, z. B. am HiweiB ge- 
bunden, vorhanden ist. Versuche, diese Frage zu priifen, sind 
im Gange. Das Fehlen der Bernsteinsiure im Blut erklirt 
auch, warum sie bisher nie im Harn mit Sicherheit gefunden 
wurde, wenn wir von den Versuchen absehen, wo sie in 
gréBerer Menge zugefiihrt wurde, das Blut also momentan mit 
ihr iiberschwemmt worden war. Wir kommen also zu dem 
SchluB, daB Bernsteinsiiure im Blut keine, in der Zelle jedoch 
nach den Arbeiten aus dem Hopkinsschen Laboratorium %) 
unter Mitwirkung von Glutathion eine wichtige Rolle spielt. 

Gemeinsam mit Dr. Hosoda sind wir damit beschiftigt, 
das Verhalten der Bernsteinsiiure im Blut weiter zu verfolgen. 


ree eee ese 


) Diese Zs. Bd. 1, S. 213 (1877). 

2) Pfliigers Arch. Bd. 2, S. 367 (1869); Bd. 4, S. 95 (1871). 

*) Juda Hirsch-Quastel, Biochem. Jl. Bd. 18, S.519; Bd. 20, 
S. 520 (1926); Biochem. Jl. Bd. 20, S. 321 (1926). 
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Versuchsteil.') 


In einer Reihe von Modellversuchen wurden zu je 200 cem defi- 
briniertem Blut 100 mg Bernsteinséiure hinzugegeben und die einzelnen 
Proben mit 0,8°/,iger Salpetersiure und NaCl oder mit 0,8 °/,iger 
Schwefelsiure und Na,SO, oder nach Schenck enteiweiBt. Die mit 
Ather wiedergewonnene Menge Bernsteinsiure entsprach bei den Modell- 
versuchen im Durchschnitt 93 °/, der Einwage, das Schenck-Verfahren 
zeigte sich am bequemsten und sichersten. 

Je 10 Liter Blut, das frisch vom Schlachthof geholt und 
durch Schiitteln mit Glasperlen defibriniert war, wurden daher 
mit 20 Liter Schencklésung (5°/, HgCl,, 1,5°/, HCl) ent- 
eiweiBt. Das schlieBlich entquecksilberte Filtrat, entsprechend 
41,25 Liter Blut, wurde im Vakuum bei einer Hiéchsttemperatur 
des Bades von 50° eingeengt. Nach Abstumpfen mit 30 °/,iger 
Natronlauge bis zur eben noch deutlichen kongosauren Reaktion 
wurde auf dem Wasserbad bis auf etwa 200 ccm eingeengt 
und die ausfallenden Salze abfiltriert. Filtrat und Salze wurden 
getrennt im Soxhlet mit Ather erschépft. Wir erhielten 
insgesamt 9,06 g Riickstand, der erneut in 200 ccm Ather 
aufgenommen und durch Ausschiitteln mit Lauge von Fett 
und Lipoiden befreit wurde. Nach Verdampfen des Athers 
blieben 4,987 g eines dunkelroten Sirups zuriick, der schwach 
kongosauer war, Chlor enthielt, aber frei von Sulfat und N-Ver- 
bindungen war. Die Jodoformprobe war deutlich positiv. 


Methoden zur genauen quantitativen Bestimmung der Bernstein- 
siure in ilut und Organen liegen nicht vor. Klein und Werner?) 
haben durch Mikrosublimation ein schénes Verfahren zur Trennung von 
Bernsteinsiiure, Oxalsiiure, Apfelsiiure, Weinsiiure, Citronensiure an- 
gegeben. Da mit dem Auftreten relativ groBer Mengen Milchsiiure zu 
rechnen war, priiften wir an Gemischen von Milchsiure, Bernsteinsiure, 
Oxalsiiure, Weinsiiure, Fumarsiiure die von Schmalfuss und Keitel’) 
angegebene schéne Methode zur qualitativen Trennung; allerdings ver- 
gebens wegen der Anwesenheit einer 10 fach gré8eren Milchsiuremenge. 
Dagegen fanden wir in Gemischen von 5 g Milchsiure und 0,5 g Bern- 
steinsiure, in 50 ccm Methanol gelést und mit methanolischer Barytlauge 
gefillt, durchschnittlich 80—-85°/, der eingewogenen Bernsteinsiiure wieder. 
Ein Teil analysenreines bernsteinsaures Barium lést sich in 2000 Teilen 





1) Zum Teil mitbearbeitet von Dr. Rudolf Kobes. 
*) Diese Zs. Bd. 148, S, 141 (1925). 
*) Diese Zs. Bd. 138, S. 156 (1924). 
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Methanol von 18°. Auch Milchsiiure und Citronensiiure lassen sich auf 
die gleiche Weise trennen; das Bariumsalz der letzteren ist in Methanol 
etwas besser ldéslich. 


AnschlieBend wurden die obigen rund 5g Sirup in 25 ccm 
Methanol unter Erwirmen auf dem Wasserbad gelést, mit 
5 Tropfen Phenolphthalein versetzt und mit methanolischer 
Barytlauge titriert. Verbrauch 87 ccm 1/n-Ba(OH),. In der 
Loésung entstand keine Fallung, eingedampft verblieb ein ganz 
klarer rotbrauner Sirup, der nichts Atherlésliches enthielt. 
Daraufhin wurde der gréBte Teil der Milchsiure als Zinksalz 
entfernt. Zu dem Zweck wurde in Wasser aufgenommen, mit 
Zinksulfat das eingesetzte Barium wieder vollstindig entfernt 
und durch Eindampfen der Lésung in 6 Fraktionen nach- 
einander insgesamt 8,5245 g analysenreines aktives Zinklactat, 
entsprechend 5,49 g Milchsiure gewonnen. Diese Menge 
(13,3 mg-°/,) entspricht dem normalen Durchschnittsgehalt des 
Blutes an Milchsiure. 

Die zuletzt erhaltene Mutterlauge vom Lactat (1,77 g) gab 
immer noch die Jodoformprobe. Weil konzentrierte Salpeter- 
siure auch in der Hitze Bernsteinsiure nicht angreift, haben 
wir mit dieser und nicht mit Permanganat Milchsiure und 
andere unbekannte Begleitstoffe etwa vorhandener Bernstein- 
siiure entfernt. In Modellversuchen konnten wir aus Ge- 
mischen von 5g Milchsiure und 0,3 g Bernsteinsiure durch 
Abrauchen mit Salpeterséiure (D. 1,4) und Wasser (2:1) auf 
dem Wasserbad etwa 90°/, der letzteren wiedergewinnen. 
Aus dem obigen Extraktriickstand wurden beim 7 maligen Ab- 
rauchen mit Salpetersiiure—Wasser (2:1) an Zinkoxalat 0,53 g 
erhalten. Der schlieBliche Rest des Extraktes wog 25 mg, er 
gab auch qualitativ keinen Hinweis auf das Vorhandensein 
von Bernsteinsiiure. 











Zur Kenntnis der isomeren Glycylglycin-N-carbonsdiuren. 


Von 


F. Wessely und E. Komm. 


(Aus dem II. chemischen Institut der Universitat Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Januar 1928.) 


In der Literatur sind zwei isomere Glycylglycin-N-carbon- 
siuren beschrieben. Das eine Isomere ist nicht in freiem 
Zustand bekannt, sondern es liegen nur Angaben iiber Deri- 
vate vor. Einerseits iiber das Ca- bzw. Ba-Salz, die nach der 
Methode von M. Siegfried‘) darstellbar sind, andererseits 
iiber den Diester, den Carbithoxylglycylglycinester vom Schmelz- 
punkt 87°, den E. Fischer und Fourneau dargestellt hat?) 
und einige andere Derivate, z. B. das Esteramid und das Di- 
amid. Die Erdalkalisalze unterliegen in waBriger Loésung 
einer leichten Spaltung in Carbonat und Glycylglycin, eine 
Erscheinung, die allen Salzen von «-Amino-N-carbonsiuren ge- 
meinsam ist. Um so auffallender ist das Verhalten des ge- 
nannten Diesters, aus dem bei der Verseifung mit Alkali eine 
zweibasische Siure entsteht, der von E. Fischer die Kon- 
stitution I zugeschrieben wird. Im Gegensatz zu den friiher 
besprochenen Erdalkalisalzen ist das Ba-Salz dieser Glycyl- 
glycin-N-carbonsiure gegen Wasser bestiindig (H. Leuchs).°) 
Bei der Riickverwandlung dieser Siure in den Diester wird 
ein Ester vom Schmelzp. 148—150° erhalten, der sich auch 
in anderen Eigenschaften von dem urspriinglichen Ester vom 





1) Chem. Ber. Bd. 39, S. 399 (1906). 
*) Chem. Ber. Bd. 34, 8. 2868 (1901). 
5) Chem. Ber. Bd. 39, S. 861 (1906). 
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Schmelzp. 87° unterscheidet. Mit fliissigem Ammoniak ent- 
steht ein Diamid. Dieses und der Ester vom Schmelzp. 148° 
werden von K. Fischer’) als Verbindungen der £-Reihe be- 
zeichnet, zum Unterschied von den Verbindungen der «-Reihe, 
zu der der Ester vom Schmelzp. 87° gehért. 

In mehreren Untersuchungen, auf die wir unten zuriick- 
kommen, hat H. Leuchs und Mitarbeiter’) das Verhalten der 
Diester von Peptid-N-carbonsiuren bei der alkalischen Ver- 
seifung untersucht. Er formuliert die Glycylglycin-N-carbon- 
siure von K. Fischer nach II. 

I HOOC-NH-CH,-CO-NH-CH,-COOH, 
Il HOOC-NH-CH,-COH=N-CH,- COOH. 


In einer friiheren Untersuchung*) hat sich der eine von 
uns mit Hydantoinderivaten aus Aminosiuren beschiftigt, bei 
deren Alkalispaltung Carbonylbisaminosiiuren entstehen. Es 
wurde damals vor allem der eigentiimlichen Verhiltnisse bei 
der 5-Benzylhydantoin-3, 9-phenylpropionsiure Erwaihnung getan, 
doch haben die Ergebnisse bei der Alkalispaltung der Hydan- 
toin-3-essigsiure, iiber die damals nicht gesondert berichtet 
wurde, uns an der Existenz der freien Glycylglycin-N-carbon- 
siiure zweifeln lassen. Wir verdffentlichen unsere bisherigen 
Ergebnisse, da vor kurzem eine Arbeit von Ch. Grinacher 
und H. Landolt*) erschienen ist, die sich ebenfalls mit der 
Alkalispaltung der Hydantoin-3-essigsiure beschiftigt. 

Diese Forscher erhielten in Ubereinstimmung mit uns bei 
der genannten Operation eine Siiure, die nach ihren Angaben 
etwas iiber 200° unter Gasentwicklung schmilzt, von ihnen 
aber als identisch mit der Glycylglycin-N-carbonsaiure I oder 
II betrachtet wird. Wir haben eine Siure mit gleichen Kigen- 
schaften schon bei der Verseifung des Carbonylbisglycinesters 
erhalten *) und haben uns durch Versuche von der Identitat 





1) Chem. Ber. Bd. 36, S. 2094 (1903). 

2) Chem. Ber. Bd. 40, S. 3225 (1907); Bd. 41, S. 2586 (1908); Bd. 58, 
S. 1528 (1925). 

5) Diese Zs. Bd. 170, S. 176 (1927). 

*) Helv. Bd. X, S. 799 (1927). 
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In der Literatur sind zwei isomere Glycylglycin-N-carbon- 
siuren beschrieben. Das eine Isomere ist nicht in freiem 
Zustand bekannt, sondern es liegen nur Angaben iiber Deri- 
vate vor. Einerseits iiber das Ca- bzw. Ba-Salz, die nach der 
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glycin-N-carbonsiure gegen Wasser bestindig (H. Leuchs).*) 
Bei der Riickverwandlung dieser Séiure in den Diester wird 
ein Ester vom Schmelzp. 148—150° erhalten, der sich auch 
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1) Chem. Ber. Bd. 39, S. 399 (1906). 
2) Chem. Ber. Bd. 34, S. 2868 (1901). 
*) Chem. Ber. Bd. 39, S. 861 (1906). 
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Schmelzp. 87° unterscheidet. Mit fliissigem Ammoniak ent- 
steht ein Diamid. Dieses und der Ester vom Schmelzp. 148° 
werden von EK. Fischer’) als Verbindungen der /-Reihe he- 
zeichnet, zum Unterschied von den Verbindungen der «@-Reihe, 
zu der der Ester vom Schmelzp. 87° gehért. 

In mehreren Untersuchungen, auf die wir unten zuriick- 
kommen, hat H. Leuchs und Mitarbeiter’) das Verhalten der 
Diester von Peptid-N-carbonsiuren bei der alkalischen Ver- 
seifung untersucht. Er formuliert die Glycylglycin-N-carbon- 
siure von KE. Fischer nach II. 

I HOOC-NH-CH,-CO-NH-CH,- COOH, 
II HOOC-NH-CH,-COH=N - CH,- COOH. 


In einer friiheren Untersuchung*) hat sich der eine von 
uns mit Hydantoinderivaten aus Aminosiuren beschiftigt, bei 
deren Alkalispaltung Carbonylbisaminosiiuren entstehen. Es 
wurde damals vor allem der eigentiimlichen Verhiltnisse bei 
der 5-Benzylhydantoin-3, -phenylpropionsiiure Erwaihnung getan, 
doch haben die Ergebnisse bei der Alkalispaltung der Hydan- 
toin-3-essigsiure, tiber die damals nicht gesondert berichtet 
wurde, uns an der Existenz der freien Glycylglycin-N-carbon- 
siiure zweifeln lassen. Wir verdffentlichen unsere bisherigen 
Ergebnisse, da vor kurzem eine Arbeit von Ch. Grinacher 
und H. Landolt*) erschienen ist, die sich ebenfalls mit der 
Alkalispaltung der Hydantoin-3-essigsiiure beschiftigt. 

Diese Forscher erhielten in Ubereinstimmung mit uns bei 
der genannten Operation eine Siure, die nach ihren Angaben 
etwas iiber 200° unter Gasentwicklung schmilzt, von ihnen 
aber als identisch mit der Glycylglycin-N-carbonsaure I oder 
II betrachtet wird. Wir haben eine Siiure mit gleichen Kigen- 
schaften schon bei der Verseifung des Carbonylbisglycinesters 
erhalten*) und haben uns durch Versuche von der Identitat 





1) Chem. Ber. Bd. 36, S. 2094 (1903). 

?) Chem. Ber. Bd. 40, S. 8225 (1907); Bd. 41, S. 2586 (1908); Bd. 58, 
S. 1528 (1925). 

*) Diese Zs. Bd. 170, S. 176 (1927). 

‘) Helv. Bd. X, S. 799 (1927). 
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der so erhaltenen Saiure mit der Glycylglycin-N- 
carbonsaéure und der Spaltsiure aus dem Hydantoin 
iiberzeugt. Aus allen Sauren entsteht der gleiche Diester 
(Schmelzp. 148—149°). 

Die Berechtigung, der Spaltsiiure aus der Hydantoin-3- 
essigsiure Illa die Konstitution III zuzuschreiben, entnahmen 
wir zunichst nur den Erfahrungen bei der Alkalihydrolyse von 
Hydantoinen, bei der bis jetzt keine andere Ringéffnung als 
die von uns skizzierte bekannt ist. Auch Grinacher be- 
obachtet diese Art der Aufspaltung der Hydantoin-3-essigsiure 
bei der Einwirkung von Ammoniak. Es entsteht ein Diamid, 
das er auch durch Einwirkung von fliissigem Ammoniak aut 
den Carbonylbisglycinester erhalten hat, so daB die Konstitution 
des Amids IV zu Recht zu bestehen scheint. Die Annahme 
einer Spaltung der Hydantoin-3-essigsiure zwischen den Ring- 
gliedern 2 und 3 unter dem Einflu8 von Alkali steht mit den 
bisherigen Erfahrungen in Widerspruch. Grinacher selbst 
bezeichnet das unterschiedliche Verhalten der Hydantoin-3- 
essigsiiure gegen NH, und Alkali als auffallend und kommt 
zu der Formulierung einer besonderen Aufspaltungsrichtung 
nur durch den an sich richtigen Befund, daB die ,,Glycylglycin- 
N-carbonsiiure“ entsteht. 

Wir muften, da wir eine bisher unbekannte Spaltungs- 
richtung der in Frage stehenden Hydantoinderivate nicht an- 
nahmen, und wir uns von der Identitit der ,,Glycylglycin-N- 
carbonsiure“ mit der Spaltsiure aus der Hydantoin-3-essigsiure 
iiberzeugt hatten, die Kxistenz der ersteren bezweifeln. Ein 
eindeutiger Beweis, daB die Glycylglycin-N-carbonsiure die 
Struktur III und nicht I oder II hat, ist erbracht, wenn die 
Ester dieser Siure mit dem Carbonylbisglycinester V, der aus 
COC], und Glykokollester synthetisiert wird, identisch sind. 
Wie im experimentellen Teil naiher ausgefiihrt, erhielten wir 
bei der Synthese des Carbonylbisglycinesters bei Variierung 
der Versuchsbedingungen als Rohprodukt einen Ester der ge- 
suchten Zusammensetzung vom Schmelzp. 147°. Der Misch- 
schmelzpunkt mit dem aus der Spaltsiure des Hydantoins 
dargestellten Ester und mit dem /-Carbiathoxylglycylglycin- 
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athylester war unverindert. Nur zeigte sich ein Unterschied 
bei den umkrystallisierten Praiparaten des Carbonylbisglycin- 
esters. Nach dem Umkrystallisieren aus Wasser, Alkohol + 
Ather (gewohnlich oder absolut), Benzol schmolz der Ester 
tiefer, ohne da sich die analytischen Werte in den unter- 
suchten Fallen praktisch ‘nderten.') Der Mischschmelzpunkt 
mit #-Carbithoxylglycylglycinester war hingegen unveriindert 
und lag bei 149% Letzterer andert beim Umkrystallisieren 
aus Wasser den Schmelzpunkt nicht. 

Wenn man das Rohprodukt des Carbonylbisglycinesters 
vom Schmelzp. 147° kurze Zeit mit alkoholischer oder ithe- 
rischer Salzsiiure behandelt, so wurde der Schmelzpunkt dieses 
so nachbehandelten Produktes durch Umkrystallisieren nicht 
mehr gedindert und lag genau bei 148—149°. Der Misch- 
schmelzpunkt mit §-Carbiathoxylglycylglycinester war unver- 
indert. Es gelingt auch aus einem durch Umkrystallisieren 
im Schmelzpunkt veriinderten Praparat; durch diese Behand- 
lung den richtigen Schmelzpunkt zu erreichen. 

Mit der Untersuchung dieser eigentiimlichen Erscheinung 
sind wir noch beschaftigt. Es erscheint uns unméglich, daf 
die angegebene Operation eine so tiefgreifende Konstitutions- 
ainderung, wie es ein Ubergang eines Derivats der Formel V 
in ein Derivat der Formel I oder II wire, bewirken kénne. 
Vielmehr kann es sich unserer Meinung nach nur um feinere 
Unterschiede handeln. 

Der fast genau iibereinstimmende Schmelzpunkt des Roh- 
produktes des Carbonylbisglycinesters mit dem §-Carbithoxyl- 
glycylglycinester und der identische Mischschmelzpunkt sprechen 
fir Identitat, wenn man die angefiihrten T'atsachen als Kriterien 
dafiir anerkennen darf. 

Wir haben uns auch durch besondere Versuche iiberzeugt, 
daB die Amide, die aus dem ,,f-Carbithoxylglycylglycinester“ 
und dem Carbonylbisglycinester durch fliissiges Ammoniak ent- 


1) In der Literatur, in der mehrere Male der Carbonylbisglycinester 
erwihnt ist (R. Fischer, Chem. Ber. Bd. 34, S. 433 (1901); Ch. Grii- 
nacher, Hely. Bd. 8, S. 799 (1927)] sind derartige Beobachtungen nicht 
beschrieben. 
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// NH. CH,-COOH /NH-CH,-COOCG,H, 
co Sines nineneleatiae 
\NH-CH,- COOH 7? —\NH-CH,-C000,H, 
,. Wl Vere — Vv 
a) _— esterung 
2/3 HOOC.NH-CH,-CO-NH-CH,-COOH 
ae (I bzw. II) 
a Y 
ae nach, taltung NH-CH,-CO-NH 
3N CO | eal de 2 ANT» 
rai Spaltung mit Ammoniak 
aC \NH-CH,-CO-NH, 
yNH—CH,: 
Illa IV 


stehen, identisch sind und wir kénnen diese Tatsache als 
weiteren Beweis fiir die Richtigkeit unserer Ansicht tiber die 
Identitiit der genannten Ester anfiihren. Wir werden spiter 
auf einen méglichen EKinwand zuriickkommen. 

Als weitere Folgerungen unserer Untersuchungen ergeben 
sich andere Erklairungsméglichkeiten fiir die Isomerie der Ba- 
Salze der isomeren Glycylglycin-N-carbonsiuren und fir die 
Erscheinungen, die bei der Verseifung der N-Carbonsiureester 
von Peptiden beobachtet wurden. 

Kin Ba-Salz der Konstitution VI kann bei bloBer Be- 
rihrung mit Wasser kein BaCO, abspalten, wie es von dem 
Ba-Salz einer echten Amino-N-carbonsiure zu erwarten ist. 


/NH-CH,+CO-O. 


CO 
\NH-CH,-CO-0”% 
VI 


In den schon oben erwihnten Untersuchungen kommt 
H. Leuchs?) zu folgender Erklirung der Erscheinungen bei der 
alkalischen Verseifung der N-Carbonsiiureester. Kine Dicarbon- 
siiure entsteht nur dann, wenn in dem verseiften Ester der 
Form 
C,H,00C . NH- CHR’: CO - NR”: CH - R’- COOC,H, 


Rk” =H ist. Wenn R” ein Alkyl oder Aryl bedeutet, z. B. 





1) A. a. O. 


) | 
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Phenyl, so findet bei der Verseifung mit 2 Mol Alkali CO,- 
Abspaltung und Bildung des Peptides 


NH,CH- R’- CO: N(C,H,)CHR’ - COOH 


statt. Er fiihrt dieses Verhalten auf das Vorliegen einer 
Lactam-Lactimisomerie 


—CO-NH— = —C(OH)=N— 


gzuriick. Verbindungen, die in einer Lactimform vorliegen 
kénnen, wie z. B. das Glycylglycin, kénnen nach seiner Auf- 
fassung bestiindige N-Carbonsiuren geben. Der Carbithoxyl- 
glycyl-N-phenylglycinester, bei dem die Méglichkeit einer Lac- 
timform ausgeschlossen ist, mu dagegen bei Verseifung unter 
Verlust eines Moles CO, in das zugehérige Dipeptid Glycyl- 
N-phenylglycin iibergehen. 

Nach unseren bisherigen Ergebnissen gewinnt eine andere 
Erklirungsmoéglichkeit an Wahrscheinlichkeit. Es kann bei 
der Verseifung eines Dicurbonsiureesters vom Typus des Carb- 
iithoxylglycylglycinesters bei der Alkalibehandlung ein inter- 
mediiirer HydantoinringschluB eintreten und die sekundire Re- 
aktion in der Spaltung dieser Verbindung zu einer Carbonyl- 
bisaminosaure bestehen?): 





__— NH CH, /NH-CH; _/ NH CH, COOH 
Schema I CO | | 1. Soule CO 2. Stufe._ CO 
OCH, \n—'—CO \NH-CH,- COOH 
H N—CO | 
‘ CH, -COOH 
CH,-COOH 


Ist das H-Atom des Peptidstickstoffs durch einen Rest R” 
ersetzt, so kann die intermediire Umlagerung zum Hydantoin, 
die das wesentliche Moment fiir die Erhaltung der zweiten 
Carboxylgruppe ist, nicht eintreten, sondern es muB das ent- 
stehende Derivat einer N-Carbonsiure unter CO,-Abspaltung 
in das- Peptid tibergehen. 


') Damit soll nicht gesagt sein, da8 nicht als Nebenreaktion eine 
direkte Verseifung unter CO,-Abspaltung und Bildung von Glycylglycin 


eintritt, wie dies durch einen Versuch von Leuchs wahrscheinlich ge- 
macht wird. 
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Die vorliegenden Literaturangaben, vor allem die yon 
H. Leuchs, stimmen mit einer einzigen Ausnahme gut mit 
unserer Meinung iiberein. Diese Ausnahme ist der Carbiith- 
oxylglycyl-N-phenylglycylglycinester 
ROOC-NH-CH,-CO-N(C,H,):CH,-CO-NH-CH,-COOR, 


bei dessen Verseifung mit 3 Mol Barytlauge nach mehreren 
Operationen von dem genannten Forscher ein Disilbersalz 
erhalten wurde, dessen Ag-Gehalt fiir eine zweibasische Siure 
spricht. Die freie Siure wurde nicht isoliert. Immerhin wurde 
auch bei der Verseifung der genannten Verbindung mit Ba(OH), 
eine wenn auch nicht quantitative CO,-Abspaltung beobachtet, 
wie dies nach unserer Meinung zu erwarten ware. 

Auch die Erscheinungen, die Leuchs bei der Verseifung 
von N-Carbonsiureestern von Peptiden, an deren Aufbau 
f8-Aminosauren beteiligt sind, kénnen teils nach dem obigen 
Schema, teils nach einem anderen, bei welchem Dihydrouracil- 
derivate als Zwischenprodukte anzunehmen wiren, erkliirt 
werden. Wir wollen diese unsere Arbeitshypothese, da die 
Versuche erst im Gange sind, jetzt nicht naher ausfiihren. 


Wir hatten friiher erwihnt, daB beziiglich der Auswertung der 
Identitit der Amide aus dem §-Carbithoxylglycylglycinester und dem 
Carbonylbisglycinester ein Einwand méglich ist. Es ist denkbar, dati 
aus dem Carbonylbisglycinester bei der NH,-Einwirkung als Zwischen- 
produkt ein Hydantoinderivat entsteht und daB dieses der bis jetzt nicht 
beobachteten und friiher als unwahrscheinlich bezeichneten Spaltung 
des Hydantoinringes zwischen 2 und 3 (vgl. Formel II1a) unter Zerstérung 
des Harnstoffskelettes unterliegt. Ein ahnlicher Vorgang kénnte auch 
bei der Verseifung des Carbonylbisglycinesters eintreten. Daher ist fiir 
einen strengen Beweis der Identitiit der Glyeylglycin-N-carbonsiure mit 
dem Carbonylbisglycin nur die durch die bisherigen Versuche nahegelegte 
Identitiit der entsprechenden Ester heranzuziehen. 


Auch die von H. Leuchs beschriebenen, von ihm als 
lactonartige Anhydride 





CH,COOR 
CO-N(C,H,)-CH,-C=N+CH,+ COOR lls 
vir | ( vill CO 
[R = (OH), (00,H,), (OAg), (NH,)] \n—CH, 


| 
C, H, 
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bezeichneten Verbindungen VII lassen sich ungezwungen als Hy- 
dantoinderivate der Formel VIII erkliren, eine Méglichkeit, die 
auch Leuchs, allerdings in ablehnendem Sinne diskutiert hat.?) 

Wir betonen, dai durch diese Untersuchung nur experi- 
mentelles Material zur Beurteilung der Konstitution der so- 
genannten Glycylglycin-N-carbonsiure beigebracht werden sollte 
und daB die weiteren Folgerungen Arbeitshypothesen darstellen, 
die durch die im Gange befindlichen Versuche sichergestellt 
werden miissen. 


Versuche. 
Spaltung der Hydantoin-3-essigsiure mit Alkali. 

Die Hydantoin-3-essigsiure wurde durch 1 stiindiges Kochen 
des Carbonylbisglycinesters (und zwar wurde sowohl das nur 
mit Wasser gewaschene Rohprodukt, als auch das einmal um- 
krystallisierte Priparat verwendet”) mit einer Mischung gleicher 
Volumteile von Eisessig und Salzsiiure (D. 1,19) hergestellt. 
Schmelzp. 196—198° (unkorr.). 

0,1 g des Hydantoins wurden mit 0,5 com n-NaOH 
1?/, Stunden am Wasserbad erwirmt und nach dem Erkalten 
mit dem Siureiiquivalent versetzt. Die Siure schmolz bei 
raschem Erhitzen bei 204—206° unter Aufschiumen (unkorr.) 
gleichzeitig mit den Siuren, die durch Verseifung des §-Carb- 
athoxyglycylglycinesters und Carbonylbisglycinesters(Rohprodukt 
oder umkrystallisiertes Priiparat) hergestellt waren. Der gleich- 
zeitig bestimmte Mischschmelzpunkt der 3 Siuren unter- 
einander war der gleiche. Die Ausbeute an der genannten 
Siure betrug 70°/,. 


Veresterung der Spaltsaure. 

Die Siure wurde mit der 5fachen Menge mit HCl bei 
Zimmertemperatur gesittigten Alkohols iibergossen, am Wasser- 
bad kurze Zeit bis zur Lisung erwirmt und nach sofortigem 
Abkiihlen mit Ather gefillt. Auf dem Filter wurde zuerst 





') H. Leuchs u. Manasse, Chem. Ber. Bd. 40, S. 3237 (1907). 
*) Die Beschreibung der Darstellung des Carbonylbisglycinesters 
folet weiter unten. 
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mit ganz verdiinnter Sodalésung und dann mit Wasser ge- 
waschen. Das Rohprodukt schmolz bei 147,5° (korr.).!) Nach 
dem Umkrystallisieren aus Wasser lag der Schmelzpunkt bei 
148°: der gleichzeitig bestimmte Schmelzpunkt von nach 
K. Fischer dargestelltem §-Carbathoxylglycylglycinester wurde 
zu 148,5° bestimmt. Der Mischschmelzpunkt der beiden Ver- 
bindungen lag bei 148.5°. 


Darstellung des Carbonylbisglycinesters. 


Teils gingen wir von freiem Glykokollester, teils von dessen 
Chlorhydrat aus”); zur Verwendung kam KEsterchlorhydrat, das 
teils von Kahlbaum bezogen, teils von uns aus Glykokoll 
dargestellt war. Die Phosgentoluollésung wurde bei mehreren 
Versuchen zur Reinigung mehrere Stunden mit Quecksilber 
geschiittelt. 

In allen Fallen wurde das Rohprodukt, besonders bei 
der Verwendung von freiem Ester mit kaltem Wasser bis zum 
Verschwinden der Chlorreaktion gewaschen. Das so erhaltene 
Rohprodukt schmolz nach dem Trocknen iiber P,O, bei 0,2 mm 
und Zimmertemperatur bei 147—147,5°% Der Mischschmelz- 
punkt mit §-Carbathoxylglycylglycinester lag bei 148,5° 


3,278 mg Substanz gaben 0,350 cem N-Gas bei 22° und 745 mm. 
2,236 mg o » 4,530 mg AgJ. 
C,H,,.0;N, Ber. N 12,07°/, OC,H, 88,79 °/, 

Gef. ,, 12,11 » 88,86. 


') Die im folgenden angegebenen Schmelzpankte wurden, soweit 
es nicht besonders vermerkt ist, im Apparat nach Roth und bei lang- 
samem Erhitzen bestimmt. 

Da auch die Priaparate von dem richtigen Schmelzp. 148° ein 
ziemlich langes Intervall haben, wurde als Schmelzpunkt der Punkt 
notiert, bei dem die Schmelze vollig klar erscheint. Bei Priparaten, 
die unter Aufschiumen schmelzen, ist der Moment der Zersetzung als 
Schmelzpunkt angegeben. 


*) E. Fischer; F. Wessely und M. John; Ch. Grinacher und 
Landolt; a.a. O. 


- P 


arr) 
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Verinderungen des Carbonylbisglycinesters beim 
Umkrystallisieren. 


Durch das Umkrystallisieren sinkt der Schmelzpunkt. 
Man erhilt keine streng reproduzierbaren Werte, auch ist bei 
dem gleichen Praparat zu beobachten, daB es manchmal unter 
Aufschiumen schmilzt, manchmal nicht. Ofteres Umkrystalli- 
sieren iindert an diesen Erscheinungen nichts. Wir fihren 
zur Verdeutlichung der Verhiltnisse eine Reihe von Schmelz- 
punktbestimmungen an, die mit der gleichen Substanzprobe, 
die durch 1 maliges Umkrystallisieren des obengenannten Roh- 
produktes aus Wasser gewonnen war, an. 

Es wurde gleichzeitig der Schmelzpunkt einer gepulverten und 
einer ungepulverten Substanzmenge bestimmt. 


I II Ill IV V VI 
a) Gepulvert: 132 137 139,5 142 143,5 141,5 
b) Ungepulvert: 137 129 141 138 140,5 141. 


Unter Aufschiumen schmelzen: Ia, b; Ila, b; Vb; Vla, b; bei 
den anderen Bestimmungen konnte dies nicht festgestellt werden. 


Die oben angefiihrten UnregelmiBigkeiten im Schmelz- 
punkt haben ihren Grund nicht in der verschiedenen Korn- 
gréBe der Substanz, da auch bei Gleichheit dieser GréBe der 
Schmelzpunkt variiert. 

Gewohnlich wurde die umkrystallisierte Substanz bei 0,2 mm 
iiber P,O, und Zimmertemperatur getrocknet. Die Substanz- 
probe, mit der die eben beschriebenen Schmelzpunktbestim- 
mungen ausgefiihrt wurden, war auBerdem langere Zeit bei 
50° und 70° iiber P,O, und 0,2 mm getrocknet. Dabei konnte 
nicht die geringste Gewichtsabnahme festgestellt werden. Auch 
die Schmelzpunkte lagen nachher noch immer bei einer tieferen 
Temperatur (134—136°). 

Ks wurde untersucht, ob sich durch das Umkrystallisieren 
die analytischen Werte andern. 

Kin Rohprodukt wurde einmal aus Wasser umkrystallisiert. 
Schmelzp. 130°. 

2,227 mg Substanz gaben 0,240 com N-Gas bei 22,5° und 744 mm. 

2,186 mg ‘ » 4,382 mg AgJ. 

Gef. N 12,199, OC,H, 37,91 °/,. 
22* 
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Ein 2mal umkrystallisiertes Priparat gab die folgenden Werte: 
2,530 mg Substanz gaben 0,270 ccm N-Gas bei 20° und 747 mm, 
Gef. N 12,22°,. 
Das gleiche Priparat 3 mal umkrystallisiert; der Mischschmelzpunkt 
mit §-Carbiithoxylglycylglycinester lag bei 148°. 
2,000 mg Substanz gaben 3,96 mg AgJ. 
Gef. OC,H; 37,98°/). 
Auch durch Umlésen aus anderen Medien wird ein Prii- 
parat von tieferem Schmelzpunkt erhalten. 
Aus 96°/, Alkohol und gew. Ather nach 1maligem Uw. 
krystallisieren: Schmelzp. 135°. Mit einer kleinen Menge des §-Ksters 
gemischt lag der Schmelzpunkt bei 145—148°. Wiahrend das um- 


krystallisierte Praiparat unter Aufschiumen schmolz, war beim Misch 
schmelzpunkt diese Erscheinung nicht zu beobachten. 


Auch bei Verwendung absoluten Alkohols und Athers 
sank der Schmelzpunkt und es wurden ihnliche Erscheinunge:: 
wie oben beobachtet. Dasselbe gilt fiir Benzol als Lésungs- 
mittel. 


Verinderungen bei der Nachbehandlung des Roh- 
produktes des Carbonylbisglycinesters mit HCl in 
Alkohol oder Ather. 


Kis wurde mit einem bei Zimmertemperatur mit trocknem 
HCl-Gas_ gesiittigten absoluten Alkohol (5fache Menge der 
Substanz) auf dem Wasserbad 1 Minute aufgekocht und sofort 
mit Ather gefallt. Die Substanz wurde auf dem Filter mit 
ganz verdiinnter Na,CO,-Lisung gewaschen. Der Schmelz- 
punkt lag vor dem Umkrystallisieren aus Wasser bei 147’. 
Nachher bei 148° Der gleichzeitig bestimmte Schmelzpunkt 
von #-Carbiathoxylglycylglycinester bei 148°. Der Misch- 
schmelzpunkt war unverindert bei 148,5°. Weiteres Um- 
krystallisieren aus Wasser dnderte den Schmelzpunkt nicht. 

Das Rohprodukt wurde mit der 10fachen Menge eines 
bei Zimmertemperatur mit HCl-Gas gesittigten absoluten 
Athers 2 Minuten im offenen Gefi8 am Wasserbad erhitzt 
und der Riickstand mit absolutem Ather versetzt. Nach dem 
Umkrystallisieren aus Wasser schmolz das Produkt bei 148°. 
Der Mischschmelzpunkt mit dem f-Ester lag bei 148° 
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Ein aus Wasser umkrystallisiertes, tiefschmelzendes Pri- 
parat von Carbonylbisglycinester wurde, wie eben beschrieben, 
mit itherischer HCl behandelt. Das aus Wasser umkrystalli- 
sierte Produkt schmolz bei 147°. Der Mischschmelzpunkt mit 
dem f-Ester lag bei 148,5°. 


Verseifung des Carbonylbisglycinesters mit Lauge. 
Zur Verseifung wurde sowohl das Rohprodukt, das bloB 
mit Wasser gewaschen war, als auch das einmal aus Wasser 
umkrystallisierte verwendet. Entweder wurde, wie friiher be- 
schrieben, verfahren’) oder der Ester mit 2 Mol 1/n-NaOH 
2 Stunden am Wasserbad erwirmt. In beiden Fallen wurde 
60°/, Ausbeute an Saure erhalten. Diese schmolz bei raschem 
Erhitzen unter Aufschiumen bei 205°. Der gleichzeitig be- 
stimmte Schmelzpunkt der Glycylglycin-N-carbonsiure und der 
Mischschmelzpunkt der beiden Sauren lag bei 205°. 


Esterbildung. 

Kin Teil der Saiure wurde mit Diazoiuthan verestert. 
Nach dem Abdampfen des Alkohols und Athers wurde aus 
Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 146—147°. Nach dem 
zweiten Umkrystallisieren lag der Schmelzpunkt bei 147°. 
Der Mischschmelzpunkt mit dem Ester lag bei 148,5°. 

Kin anderer Teil der Siure wurde mit HCl und Alkohol 
verestert, mit Ather gefallt und aus Wasser umkrystallisiert. 
Schmelzp. 148,5°. 

Der zum Vergleich benétigte #-Carbithoxylglycylglycin- 
ester wurde nach der Vorschrift E. Fischers hergestellt.”) 


Darstellung der Diamide. 


Zur Darstellung des Diamids aus dem Carbonylbis- 
glycinester gingen wir von dem mit Wasser gewaschenen Roh- 
produkt aus. Unsere Darstellung deckt sich im wesentlichen 
mit den Angaben von Ch. Grinacher und H. Landolt.) 





) F. Wessely u. M. John, a. a. O. 
”) A.a.O. Die Analyse ergab OC,H, gef. 37,66°/, ber. 38,79°,. 
*) A. a. O. 
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Nach dem Abdampfen des Ammoniaks wurde der Riickstand 
mit absolutem Alkohol gewaschen und aus Wasser umkrystalli- 
siert. Schmelzpunkt bei raschem Erhitzen 227—228° (unkorr;) 
unter Braunfarbung und Zersetzung, Die Verbindung zeigt in 
waBriger Lésung neutrale Reaktion und gibt mit CuSO, und 
Alkali eine blaue Farbung. Sie gleicht in allen Punkten 
der aus dem ,,?-Carbathoxylglycylglycinester“ mit fliis- 
sigem Ammoniak dargestellten Verbindung. Letztere wurde 
nach den Angaben E. Fischers dargestellt und aus Wasser 
umkrystallisiert. Wir fanden den Zersetzungspunkt nach zwei- 
maligem Umlésen bei 227—228°, genau gleich mit dem friiher 
beschriebenen Amid, auch der Mischschmelzpunkt war un- 
verindert. E. Fischer gibt einen héheren Zersetzungspunkt 
an (Zersetzung gegen 240° unkorr.). 

Die Analyse des letzterwihnten, von uns erhaltenen Amids 
ergab die berechneten Werte. 

2,215 mg Substanz gaben 0,622 ecem N-Gas bei 22° und 747 mm, 

C.H,,0,N, Ber. N 32,18°/q Gef. N 31,93°/,. 


Berichtigung 
zu Bd. 173, S. 100, 


16. Zeile von oben soll statt mit heiBen ohne 
17. ,, ” ” ” » ohne ,, mit 
18. ,, ” ” ” ” mit ” ohne 
19. ,, ” ” ” ” ohne ” mit. 
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